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PRESENTAC!ION

Desde el inicio de sus operaciones en 1972, el Centro Internacional de la Papa
(CIP) se comprometi6 a proveer capacitacién en ectividades de produccién de
papa a los programas nacionales de los paises en desarrollo. La actividad m4s
requerida fue capacitacibn en Virologia debido a su importancia en la
produccion de semillas de papa y a que el control de las enfermedades
causadas por virus es posible por métodos preventivos, pero no por métodos
curativos. Un buen conocimiento de las entidades virales y de los métodos de
deteccidn son instrumentos fundamehtales para el control.

A traves de los afios la Unidad de Virologia del CiP ha desarrollado un
conocimiento profundo sobre los virus que afectan a la papa, y también ha
adaptado o desarrollado métodos ultrasensitivos para su deteccion. El
conocimiento sobre estas técnicas ha sido transferido a los programas
nacionales de paises en desarrollo mediante capacitacion individual o cursos de
virologia, y los detalles técnicos han sido entregados a los participantes en
presentaciones orales o en breves informacicnes escritas.

Concientes de la necesidad de una fuente permanente de informacion, los
miembros de Virologia hemos comipilado, mejorado y editado este manual
técnico que describe la mayoria de las técnicas que en nuestros laboratorios
han demostrado ser adecuadas, y que han sido probadas numerosas veces en
los laboratorios de muchos paises. En ninglin momento creemos que esta
inforinacion suple a la contenida en libros o en revistas cientfficas. Mas bien
intentamos que esta informacién compiemente la existente con técnicas o
modificaciones que han sido exitosas en nuestro iaboratorio.

Ademas, el haber compilado la informacién en fasciculos sueltos permite
facimente poner al dfa la informacién cuando sea necesario, reduciendo la
necesidad de publicar nuevas ediciones revisadas.

Los materiales aqui tratados cubren un rango amplio de técnicas para
identificaciér  aracterizacion deteccidn y control de virus.

El staff que participo en la preparacion de este manual fue liderado por el Dr.
Upali Jayasinghe con colaboracién especial de los siguientes miembros del
laboratorio de Virologia: Charlotte Lizarraga, Christian Delgado, Segundo
Fuentes, Ciro Barrera, Ernesto Velit, José Rocha, Maddalena Querci, Ida



Bartolini, Miguel Cervantes, Miguel Espejo, Vidal Lazarte, Carlos Chuquillanqui,
Josefina Nakashima, llse Balbo, Marca A. Meza y Jaime Arellano.

La incorporacidn de textos, disefio de computacion y dibujo lo hicieron gracias
al excelente trabajo de Gianinna Brigneti, también agradecemos al
Departamento de Capacitacién y Transferencia de Tecnologia y a la Unidad de
Comunicacion del CIP por su apoyo y colaboracién durante varias etapas de la
produccién y publicacién de este manual.

Los miembros del Departamento de Virologia dedican este manual al Dr.
William J. Hooker, un patdlogo qué allané el camino para obtener grandes
logros en Virologia, tanto en el CIP como internacionalmente.

Dr. L. F. Salazar
Jefe del Dpto. de Patologia
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

2.0 TRANSMISION

Fasciculo2.1  Transmisionde Virus de Plantas

Los virus pueden ser transmitidos de diferen-
tes formas:

1. Mecénicamente

2. Por injerto

3. Por propagaclén vegetativa

4. Por la semilla botanica

5. Por el polen

3. Por cuscuta

7. Por vectores

I. Tranamisién Mecén!ca

Para qua sea posiblela transmisién macénica
es necesario que exista una herida previa en la
planta y que se produzca el contacto del jugo
celular infectado con una célula sana. Las
heridas deben ser muy pequefias, comolas que
son el resultado de quebraduras de pelos; en
condiclones naturales la transmisiéntiene lugar
por el contacto entre hojas que se rozan. Sélo
un nimero reducido de virus son diseminados
en la naturaleza por conmacto (TMV, PVX, PVS,
APMV, APLV y PSTVd).

A) Transmision por contacto entre tubérculos
o brotes de tubérculos de papa

Algunos virus pueden diseminarse cuando
los tubérculos sanos, especiaimente sl estén
brotando, se ponen en contacto con tubérculos
Infectados en el almacén. Tamblén ocurre
transmislén cuando los tubérculos son cor-
tados antes de la slembra. '
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B) Transmisién por contacto entre hojas y
ralces v

Bajo condiclonesde campo el PVX yel PSTVd
pueden ser faclimente transmitidos a plantas
sanas que estan en contacto con plantas enfer-
mas. El viento, que favorece el contacto entre
plantas, Incrementa las posibilidades de
diseminaclén de estos virus.

Este tipo de diseminacién depende de varios
factores como la susceptibilidad dal cultivar, la
virulencla de la variante del virus, el estado de
fertilidad del cuitivo, el espaciamlento entre los
surcos y la distancia entre las plantas, ademés
de otros.

Aparentemente, la transmisién por contacto
es més frecuente en invernaderos que en con-
diclones de campo. Esto quizds depende del
estadoflsiolégico de las plantas, las cuales son
mas jugosas y susceptibles bajo condicioras
de invernaderv. Se ha observado la transmisioi:
de PVX porcontacto entre ralces, pero no existe
tal evidencia para otros virus de papa. '

La técnica de transmisién mecénica méas
popular es frotar el jugo provenlente de alguna
planta Infectada sobre hojas de plantas sanas.

Para un ensayo tipico de transmlisién
mecénica se debe contar con el slgulente

Transmisién 2.1-pag.1
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materlal: mortero con su pilén, hisopos de
algodén, abrasivo, tejido vegetal infectado con
virus y buffer de inoculaci6n. Se coloca el tejido
vegetal dentro de un mortero y se le afiade de
1a 10 ml de solucién amortiguadora por gramo
de tejido. Las soluciones amortiguadoras
cominmente usadas son fosfato, citrato y
borato en concentraciones de 0,01M a 0,1M y
a pH de 6 a 9 para establlizar al virus.

El tejldo es macerado en el mortero. El
Inéeulo 28 aplicado sobre la superficle de las
hofas de plantas j6venes, las cuales se espol-
vorean prevlamente con un abrasivo como el
carburo de sllicio (Carborundum), éxido de
aluminlo (Corundum) o tlerra de dlatomeas
(Celite) de 600 mesh. El abrasivo puede ser
espolvoreado usando un tubo que contlene
atado una malla en su extremo o usando un
aspeorjador. La apllcaclén del In6eulo se hace
pasando suavemente sobre las hojas un hisopo
ds algodén o el dedo Indice humedacido con el
in6culo. Las hojas Inoculadas son enjuagadas
con agua y colocadas en un Invernadero. Los
morteros usados son lavados y colocados en
un deposito con lejfa al 1% y posterlormente
enjuagados. Luego son colocados en una es-
tufa a 150°C durante 3 horas. Posterlormente
estos morteros pueden ser nuevamente
usados.

En los hospederos con lesiones locales, los
sintomas aparecen con frecuencla al cabo de 3
a 7 dfas o més y el nimero de leslones es
proporcional a la concentraclén del virus en la
savia,

En los hospederos Infectados
sistémicamente, los sintomas comunmente tar-

dan entre 10 y 14 dlas o mas para desarrollarse.

Ocaslonalmente, las mismas plantas pueden
mc strar al principlo leslones locales y posterior-
mente sfntomas slstémicos.

La inoculaclén mecénlca medlante

pulverlzacl6n aalta preslén ha sido efectiva con
varios virus y es Utll cuando se necestta Inocular
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un gran nimero de plantas con un determinado
virus.

La pistola pulverizadora es Util para inocular
plantas individuales; con este método se incor-
pora alrededor de 1% de Carborundum fino al
inéculo y se agita nara mantenerlo en
suspension durante la inoculacién. Se aplica la
pulverizacién a una presién entre 50 y 75
Ib/pulg?, y se mantlene la boquilia a 2-5 cm de
la superficle de la hoja. Esta técnica es utllizada
en el tamlzado para resistancla a virus (PVX,

PVY).

Exlsten algunas sustancias en los tejidos de
la planta que son factaores limitantes en ef éxito
de la transmislén:

g) Inhibldores de la Infecclon
b) Inactivadores de las partficulas virales

Nmere do lrniesss
Rissre ds lasionse
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A Virus pwrifionds
con {nhibidores

Efecto de la dilucién de la savia infectada en
el nimero de leslones locales producidas en
plantas Indicadoras .

a) Inhibidores de la infeccién

Son sustanclas presentas en muchas plantas
y que reducen la Infecclon en la Inoculaclon.

Al moler las hojas clertas sustancias, como
los Inhibldores que se encuentran en la vacuola
celular, son liberadas con la savla. So cree que
actian de dos formas: '

- Reduclendo la susceptibilldad del
hospedero

Tranamisién 2.1-pag.2
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- Interflriendo con el proceso de infecclon.

El efecto de! Inhibidor se pusde contrarrestar
haclendo diluclones del Inéculo o utllizando
algunas sustancias que atrapen al inhibidor
(esto es algo dificit porque en muchos casos no
se conoca fa naturaleza de! Inhibidor).

Al diluir la savia Infectada, el efecto del in-
hibldor tiende a desaparecer més répidamente
que la Infectividad del virus.

Cuando el Iinhibidor es extraldo
quimicamente de la savia la Infecclén se res-
tablece, porlotanto, este notlene ningln efecto
sobre la particula viral, sino sobre el proceso de
infeccién.

b) Inactivadores de la particulas virales

rwers
Polifenol oxldasa { g, o000

Tolifenc} {anm|

falanine

Producclén de quinonas por oxidacién de los
polifenoles presentes en la vacuola celular.

Son compuestos formados por la oxidacién
de los polifenoles (presentes en las vacuolas)

Febrero, 1993

que entran en contacto con las enzimas presen-
tes en ol citoplasma y que se oxidan al macerar
los tejidos.

Las quinonas son compuestos muy toxicos
que pueden destrulr algunas protefnas: actiian
a nivel de las subunidades proteicas del virus,
exponiendo el &cido nucleico a las
ribonucleusas (enzima muy comun en el relno
vegetal). Basta una sola ruptura en el écido
nuclelco viral para que este deje de ser infec-
tivo. El inactivador actia sobre el mismo virus
(lo Inactiva permanentemente) y su efecto no
desapareca al realizar diluclones. Las quinonas
dan origen a reacclones posteriores que for-
man compuestos pigmentados oscuros
(melanina).

El efecto de los inactivadores se puede con-
trarrestar de la sigulente manera:

- Con antloxidantes, qua compiten con el
polifenol por el O2, reduclendo la proporcion de
quinonas. Algunos de lcs més utilizados son el
2-mercaptoetanol, el &cido ascérbico, ia cls-
tefna, el bisulfito de sodio y el &cido tiogliclico.
Se utllizan en proporclones de 0,1 a 1%.

- Con sustanclas que capturan polifenoles
como cafelna, nicotina, Al203 y PVP (polivinil-
pirrolidona). Se utilizan en proporcién de 10%

p/p.

- Con Inhlbidores de la enzima polifenol
oxidasa como DIECA (0,001 a 0,01M) que es un
agente quelante (captura iones de Cu).

Algunos de estos productos son agregados
en los buffers de homogeneizado durante 3
proceso de purificacion de virus, ya que
tamblén producen la ruptura de tejidos.

H. Transmigién por Injorto
El injertn es una técnica en !a que las super-
ficles cortadas de los tejidos de diicientes plan-

tas se ponen en Intimo contacto, de maneia que
se establezca la unién.

Transmisién 2.1-pag.3
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Todos los virus que son sistémicos en su
hospedero pueden ser transmitidos, con mayor
o manor facilidad, medlante Injertos. Debido a
allo el Injerto ha sido denominado como el
método unlversal de transmision da virus.

El Injerto es (il para los virus restringldos al
floema, los qua no se transmiten ma-
canlcamente, los virus cuyos vactores no son
aun conocldos o para detectar virus que se
encuentran en bajas concentraciones.

El uso de Injertos a veces resulta en menos
da un 100% de transmisién. Esto puede
deberse a la Inhabllidad del virus de traspasar
la zona de uni6n. En algunos casos puede ser
que la planta fuente de virus no esté totalmente
invadida y la porclén usada para Injertar ptede
haber estado libre de virus (por distribuclén
Iregular del virus).

La transmision exitosa depende de las
propledades del virus y de la unién del injerto.
Un virus como el PLRV, que'se limita al sistema
vascular, puede transmitirse sélo’ cuando se
unan los tefidos vasculares; mientras que un
virus que afecta sélo el parénguima es méas facll
de transmitir, pues depende slo de la unién de
la corteza @ medula. Los virus muy contagioscs
como el PVX 'y TMV s6lo requieren del contacto
mecénico entre e! trozo injertado y portaln-
jerto.

Existen diversas formas de realizar el injerto:
de pua, de cufia, de aproximacién, de yema y
de Inserclén de cilindro en tubérculos de papa
{injerto de coraz6n).

- Injerto de cufia. Se hace un corte diagonal-
mente hacla el centro del talic de la planta sana.
Se corta una porcion de la planta infectada en
forma de cufa y se coloca en af corte del tallo.
Se cubro al injerto con Parafilm yluego la planta
con una bolsa plastica humedecida durante 4
dfas.

- Injerto de ptia. Se realiza en forma similar al
anterior con excepcion de que se corta la punta
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del portainjerto y se hace una hendidura en la
parte superior, sobrela que se colocala porcién
de la planta infectada en forma de cufia.

il Transmisién mediante propagacién
vegetativa

Slempre que las plantas se propaguen
vegetativamente madiante gemacién o injerto,
esquejes, tubérculos, cornos, bulbos o
rizomas, sl la planta madre se encuentra infec-
tada, la progenle tamblén resultaré Infectada.
Este medio detrar misién es ol méas importante
para estos tipos de plantas.

IV, Transmisién por Semiila Sexual

Casl un centenar de virus son transmitidos
por la semilla sexual (comunmente flamada
semilla botdnica o semllla verdadera en el caso
de la papa). En virologla este tipo de
transmisién es conoclda como transmistén ver-
tical,

La transmisién por semilla es muy importante
cuando existe un vector. Por ejemplo, el virus
de! mosalco comin del frijol tiene un porcentaje
de transmision por semilla muy alto y posee
vectores (afidos) muy eficientas. Si el porcen-
taje de semilas infectadas que se slembra es
bajo, los &fidos se ancargan de Incrementar la
infecclén en el cultivo.

Los virus puede transmitirse por semillas bajo
dos formas:

- Externamente, en la cublerta de la semilla.
Esto ocurre por contaminacién de la pulpa del
fruto en la cublerta de la semilla (virus del
mosalco del tabaco en el ajf). En este caso la
semilla se puede desinfectar con productos
quimicos, como HCI (37%) diluido 1/20 durante
4 a 8 horas.

- Internamente, en el embrion y endospermo.

En este caso el virus no se puede eliminar por
desinfecclén con productos quimicos u otra

Transmisién 2.1-pag.4
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forma. El virus permanece en el interior de la
semila por largo tiempo y la disemiraclén del
virus a larga distancla es muy efectiva (bean
common mosalc, tobacco ring spot).

Entre los factores que Influyen en el porcen-
taje de transmisién de virus por semilia sexual
tenamos:

- Tipo o strain del virus (tobacco ringspot en
100%, APLV en 1%).

- Especle y variedad del hospedero. Los
Nepovirus son transmitidos en muchos
hospederos (barley stripe virus de 0 a 75%,
dependiendo de la variedad).

- La época en que la planta es infectada. En
general, mlentras mds pequefia es la planta
Infectada, la probabliidad de que haya
transmision por la semilla sexual es mayor. En
el frijol habra transmisi6n sl la Infecclén ocurre
antes de la floracion, pero no sl la planta fue
Infectada después de la floraclon.

- Edad de la semilla. Algunos virus plerden
répidamernite suinfectividad enla ssmilla conlos
aftos de almacenamiento antes que la semilla
plerda su podar germinattvo. El “cherry necratic
ring spot virus" desaparece a los 6 afios. Al-
gunos virug se detectan cuando la semilla se
estd formando; pero cuando madura
desaparecen. Esto ocurre porque en las semi-
llas maduras © en garminaclon hay sustanclas
que van a actuar como inactivadores y que no
existen en las semlllas j6venes. En la mayoria
delos virus transmitidos a través de las semillas
de las plantas parece ser que el virus proviene
principalmente del évulo de las plantas infec-
tadas, pero se conocen varlos casos en los que
el virus que se encuentra en la semilla parece
provenir, con la misma frecuencla, de! polen
que fertilizé la flor.

En papa. dada su alta transmislén porla semi-

lla saxual (hasta 100%) el virolde de: tubérculo
ahusado de la papa (PSTVd) es el mas Impor-
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tante. PVT ha sido transmitido experimental-
mente corialta frecuencia (hasta 65%). APLV ha
sido transmitido en 1%.

La determinacién experimental de la
transmislon por semilla se realiza recolectando
las semlllas de las plantas Infectadas y
dejéndolas crecer para observar el porcentaje
de las pléntulas que demuestran infecclén.
Como testigo se pueden sembrar semillas dela
misma variedad del hospedero pero proce-
dentes de plantas sanas, slmulténeamente con
las semillas en prueba. Unos pocos centenares
de semiilas pueden ser :decuados para deter-
minar el porcentaje de transmislon por semilla
en el caso de un virug que tiene un (ndice aito
de transmislbilidad, pero se pueden necesitar
millares si la transmisibilidad es :nuy pobre.

V. Transmisién por Polen

Los virus transmitidos por el polen pusden
infectar no gslo alas semillas y pléntulas que se
desarrollan a partir de el, sino lo que 68 mas
importante, puede propagarse através dels flor
fecundada y descender hasta la planta madre,
ala qua Infectan.

Aunque la polinizacion de las flores con polen
Infectado con un virus puede redundar en una
menor producclén de frutos que los que se
obtlenen con el polen llbre de virus, la
transmislén de este patégeno de planta en plan-
taatravés del polen es, al parecer, bastante rara
o se produce en sdlo unos cuantos virus.

Tanto el PSTVd como el PVT son transmitidos
por el polen o el 6vuio de plantas infectadas,
pero no se ha podido demaostrar que se Infecte
la planta madre al usar polen Infectado.

VL. Transmislén por Ciscuta
La ciscuta es una pianta parésita, la cual por
Intermedlo de sus haustorios puede absorberla

savia, y a menudo, los virus de! hospedero. La
transmisin se realiza a través de la unlén que
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se forma entro los tallos enroscados de la
clscuta y el tallo de la planta.

~ Una gran cantidad de virus han sido trans-
‘mitidos en esta forma con frecuencla entre plan-
tas que pertenecen a famillas bastante
separadas desde el punto da vista taxonémico
y en las que la transmisién por injerto es Im-
posible debido a la Incompatibllidad de los
tejidos. Este tipo de transmision es efectiva
cuando la Inoculacién mecénica no da resul-
tado.

Cuscuta campestris y C. subinciusa son las
especles més usadas.

En este tipo de transmisién e procedimlento
usual es hacer crecer la clscuta parasitando las
plantas con sintomas viréticos. Cuando se for-
man nuevos tallos, 8e colocan las plantas de
prueba junto a la Infectada para permitir que fa
clscuta las parasite; asf se forma un puente de

tejido vivo a través del cual pueden pasar los
virus. Tamblén se pueden tomar brotes cor-
tados de una ciiscuta qua ha creclde en una
planta enferma y enrcliarios alrededor dei tallo
y holas de la pianta sana.

~ En el proceso de transmisién el virus In-
~ volucrado pueds multiplicarse enlos tejidos de
.la clscuta. Esta propledad se utlliza para
separar virus.

Sl la transmisi6én de un virus se realiza entre
plantas Infectadas y sanas crecldas bajo una
fuente de luz, el porcentaje de transmisién es
bajo (5 de 10 plantas). En camblo, sl la
tranamislon se realiza colocandola planta infec-
tada bajo una fuente deluz yla pianta sana bajo
sombra, el porcentaje de transmislon es mayor
(10 de 10 plantas). Esto ss debe a que hay una
mayor translocaclon de nutrientes y virus, a
través de la ciscuta, de la planta crecida bajo

_luz ala plarta crecida bajo sombra.

" Vil: Transmisién por vectores
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En la naturaleza muchos virus se transmiten
a través de vectores. Un vector es un agente
diseminador ds la enfermedad que lleva las
particulas virales de plantas enfermas a plantas
sanas. Entre los vectores de virus de plantas
tenemos a los Insectos, los neamatodos y los
hongos.

1) Transmision por Insectos

Es la forma de transmision de virus mas Im-
portante en la naturaleza, slendo la mayorfa de
los transmisores Insectos chupadores. Los
afidos transmiten més virus que cualquler otro
grupo de Insectos; las clgarritas o saltahojas
ocupan el segundo lugar, y les siguen la mosca
blanca, las querezas blandas, los trips, los
chinches de ias plantas y los escarabajos. Los
acarog, aunque no son insectos, se conskderan
as( por ser conockdos vectores de algunos
virus.

A continuaclén se dan algunos conceptos
quo se deben tener en cuenta:

- Perfode de adquisiclon (P.A.): es el tlempo
que neceslta el Insecto para adquirir el virus de
la planta enferma.

- Perfodo de inoculacién (P.1.): es el tlempo
que necesita el Insecto para transmitlr el virus
al posarse sobre una planta sana.

- Perfodo da latencla o de Incubaclén (P.L.):
as o tlempo que necesita el Insecto para ser
capaz de transmitir el virus entre la adquisiclon
y la inoculaclén.

-Perfodo de retenclén (P.R.): es el tlempo que
el Insecto permanece virulftero.

Seconocentrestipos detransmislon de virus:
a) Transmisién no perslstente. Los virus son
adquiridos y transmitidos en pocos minutos

(menos de 5 minutos). Estos virus han sido
denominados "virus transmitidos por estilete" y
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son répidamente eliminados del Insecto (por
elemplo, el virus Y de la papa - PVY).

b) Transmisién semipersistente. Los virus son
adquiridos en unos 15 minutos y transmitidos
hasta por dos dfas (por ejemplo, el virus de la
tristeza de los cftricos).

¢) Transmisién persistente. Los virus son ad-
quirldos y transmitidos en periodos més largos.
Entre adquisicién e Inoculacién es nacesario un
periodo de latencla o incubacién. Los insectos
pueden retener estos virus por el resto de su
vida (por ejemplo, el virus del enrollamiento de
la hoja de papa - PLRV).

Las diferenclas entre la transmisién no persis-
tente y la transmisién persistente son:

-Transmislén no persistente. Se realiza ex-
clusivamente por éfidos. Los periodos de
Inoculaclén y de adquisiclén varfan de 5 segun-
dos a pocos minutos, y no existe pericdo de
latencia. El periodo de retencién varla de unos
pocos minutos a un par de horas, dependlendo
de sl el 4fido se est4 allmentando o no. No existe
especificidad entre el virus y su vector, es declr,
un mismo virus puede sertransmitido por varlas
especles de &fldos. El ayuno aumenta la
eficacla de la transmisién. Este tipo de virus es
muy esteble y alcanza altas concentraclones en
los te]jidos, pudliendo ser transmitido
mecénicamente. Ejemplos: PVY, APMV.

-Transmlslon persistente. Los vectores
pueden ser &fidos, clgarritas, mosca blanca,
trips y escarabajos. Los perlodos de
adquisiclén e Inoculacién varfan de 10 a 60
minutos, y el perlodo de latencla de 12 horas a
varlos dfas. El perlodo de retenclén es de por
vida. Estetipo de transmisién es méas especifico
ya que algunos virus sélo son transmitidos por
un vector determinado. El ayuno no tlene
ningun efecto en la eficiencla de la transmisién.
Generalmente, los virus de este grupo se en-
cuentran restringldos al floema de sus plantas
hospederas y alcanzan muy bajas con-
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centraciones, por lo que no pueden ser trans-
mitidos mecénicamente. Ejemplo: PLRV,

Los virus que se transmiten en forma no per-
sistente y semi-persistente son conocldos
como virus no circulativos, mientras quelos que
se transmiten de forma persistente se conocen
como virus propagativos o circulativos, segin
se multipliquen o no en el vector, respectiva-
mente. '

2) Transmisién por nematodos

Los virus que se transmiten por nematodos
tienen un rango amplio de hospederos y
tamblén se transmiton por semilla y polen.

Aproximadamente una docena de los virus
que Infectan plantas son transmitidos por una
0 més especles de tres géneros de nematodos
ectopar4sitos (que se alimentan de la parte
externa de las ralces). Los géneros Xiphinema
y Longldorus son los vectores de virus de
parifcula lsométrica que pertenecen al grupo de
los Nepovirus, por ejsmplo, el "ringspot" del
tabaco y del tomate, el virus de la hoja en
abanico de la vid, entre otros. El género
Trichodorus transmite dos virus con particulas
tubulares que pertenecen al grupo Tobravirus,
ol "rattle" del tabaco y el "early browning" de la
arveja.

Las espacles de Xiphinema y Longldorus
varfan de 3 a 10 mm de longitud en su estado
adulto y poseen un estliete recto y largo de
aproximadamente 200 um que Insertan en las
ralces de las plantas para allmentarse del con-
tenido celular. Las espacles de Trichodorus son
relativamente pequefias y gruesas y miden
aproximadamente 1 mm de longitud. Ei estilets
es curvado y mide alrededor de 50 um. Se
allmentan de las células epidermales de la
punta de la raf2. :

La transmisién de los virus se realiza cuando

estos nematodos se alimentan de plantas enfer-
mas y luego se desplazan hacla las ralces de
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plantas sanas. En circunstancias favorables

“pueden adquirir virus en un periodo de tiempo
que varia de 15 minutos a una hora; slendo
necesario un tiempo similar para transmitirlos a
una planta sana. Las particulas virales quedan
adheridas en el canal de allmentaclén del
nematodo cuando este se alimenta de savia. La
libaracién de las particulas ocurre cuando la
saliva pasa en direcclén contrarla hacla las
céiulas vegetales de las cuales el nematodo se
estd aiimentando.

Los lugares de retenclon de los virus varfan
de acuerdo al género y a veces de acuerdo ala
especie de nematodo; asf Longidorus retiene al
virus en la parte anterior del estilete, mientras
que Xiphinema y Trichodorus lo retlenen tanto
en el estllete como en las paredes del eséfago.
Estos dlstintos lugares de retencién son
proporcionales al tiempo en que el nematodo
permaneca infectivo; Xiphinema y Trichodorus
conservan la capacidad infectiva por méas tiem-
po (10 meses) que Longidorus (menor a tres
meses).

Tanto las larvas y los adultos adquleren y
transmiten virus, pero las larvas dejan de ser
Infectivas después de la primera muda. Los
virus no se multiplican en los tejidos del
nematodo y no se transmiten a la progenie a
través de los huevos.

3) Transmision por hongos

Se conocen cuatro géneros de hongos trans-
misores de virus, slendo todos ellos parésitos
obligados unicelulares o de pocas células que
forman esporanglos de descanso de pared
gruesa y que son capaces de sobrevivir al
desecamiento por un largo perfodo de tiempo
en el suelo. La determinacién de si la enfer-
medad se transmite a través de suelo desecado
al medlo amblente nos ds ina clave vallosa
sobre la naturaleza del vector Involucrado, ya
que los nematodos transmisores de virus no
pueden sobrevivir en suelo desecado a
temperatura amblente.
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Dos de estos géneros, Olpidium Y
Synchytrium, pertenecen al orden Chytridiales
y los otros dos, Polymyxa y Spongospora, pet-
tenecen al orden Plasmodiophorales. Olp/dium
brassicae transmite "tobacco necrosls virus',
"lettuce big veln virus" y “tobacco stunt virus';
0. cucurbitacearum transmite el “cucumber
necrosis virus"; Polymyxa graminis transmite
los mosalicos del trigo y de otros cereales que
son transmitidos a través dsl suelo; y Spon-
gospora subterranea es conslderado vector del
"potato mop-top virus" (PMTV). Existen infor-
mes de que Synchytrium endooioticum es un
vectorde PVX, pero esto no ha sido coniirmado
en condiclones de campo.

Conslderando que todos estos hongos son
Intracelulares (penetran al Interlor de las células
de las ralces) y que producen zoosporas
(esporas flageladas méviles), la transmisién de
virus se reallza de la sigulente manara: el hongo
produce esporangios de descanso en los
te]ldos de las raices de las plantas cultivadas al
final de la campafa. Estos esporanglos se
diferenclan formando zoosporas que salen y
nadan en el suelo humedecido por las fuertes
lluvias o por el agua de riego. Las zoosporas
llegan a la planta enferma, se enqulstan per-
dlendo su flagelo y emiten un tubo germinativo
al Interior de las células de les rafces. Dentro del
tejido de la planta infectada, el hongo crece en
el cltoplasma de las células de la rafz del
hospedero y sl hay particulas virales, estas
serdn incorporadas al interior del citoplasma
del hongo. Luego se repite el procaso de
formaclén de esporangios de descanso y
zoosporas, que sl encuentran una planta sana,
transmitirdn el virus que llevaban cuando incor-
poren su citoplasma al interlor de las células de
la ralz mediante el tubo germinativo. Estaforma
de transmisién ocurre con Polymyxa, Spon-
gospora y Oipidium al diseminar el “lettuce big
veln virus" y el "tobacco stunt virus".

Otra forma de transmislon se da cuando las

2oosporas adquleren particulas virales que se
encuentran llbres en el suelo, llegando a
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recubrir la supsrficie de la misma incluyendo su
tiagelo. Al momento del enquistamiento, el
flagelo que lleva las particulas virales es reab-
sorbldo al citoplasma de la zoospora y luego
transmitido a tejldos de plantas sanas, como en
el caso anterior. Este caso de transmisién
ocurre con Olpldium cuando disemina el
"tobacco necrosis virus" y el "cucumber
necrosis virus".

Bajo condiciones de campo es facil
reconocer cuando una enfermedad viral es
transmitida por un agente del suelo (nematodos
y hongos) o por un agente aéreo (Insectos),
pues, para el primer caso, la enfermedad ocurre
generalmente como manchas o parches de
plantas infectadas, siendo lenta su
diseminacidndebldoaladistribucién horizontal
de! agente y a su movilidad relativa en el suslo.

Las Unidades Técnicas de Capacitaciéon (TTU), constituyen materiales impresos de estudio
para los profesionales involucrados en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y est
constitulda por una serle de fasclculos susceptibles a ser actualizados.
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

2.0 TRANSMISION

Fasciculo 2.2

Transmision de Virus de Papa por Afidos

Se conocen més de veinta virus que infectan
a la papa, entre los cuales hay muchos que
causan severas reducclones en el rendimiento.
Existen varios mecanismos de diseminacién de
virus, pero los virus més dafiinos dela papa son
transmitidos por insectos vectores, especial-
mente &fldos. Ei control de la diseminacién de
virus es la manera mas efectiva de reducir las
enfermedades virosas en la produccién de
semilla porque no es factible eliminar virus de
plantas infectadas. Los virus pueden ser dise-
minados de muchas maneras: por tubérculos-
semilla Infectados, mediante el contacto con
plantas infectadas o herramientas con-
taminadas, o por vectores como Insectos,
nematodos y hongos. Entre los Insectos, los
vectores més importantes son las sigulentes
especles de éfidos:

Adulto alado de Myzus persicae.
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Myzus persicae (4fldo verde del
melocotonero), Macrosiphum euphorblae
(pulgbn dela papa) y Aulacorthum solan! (&fido
de los Invernaderos).

En la transmision no persistente de virus
(lzqulerda), los 4fidos adquleren los virus
durante los breves perfodos en que prusban
los tejldos epldérmicos de las plantas
infectadas. Para que haya transmisién
persistente (derecha), un éfido tiene que
alimentarse de: floema.

Estos &fidos causan més dafio al transmitir

virus que al alimentarse de las plantas. El éfido
vector mas Importante es Myzus persicae.

Los afidos transmiten los virus de la papa de
dos maneras:

- transmision no persisterite,

- transmislén persistanta.

Transmisién no persistente. Los éfidos

pueden adqulrr los virus durante los breves
perfodos en que prueban los tejldos
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epldérmicos da las plantas Infectadas o se
alimentan de ellos. S&lo toma unos segundos
para que las partes bucales queden con-
taminadas y, luego, el &fido puedetransmitirios
virus Inmediatamente a otras plantas. Los
&fidos permanecen Infecclosos (virulfferos)
durante un parfodo corto, generalmente menor
de dos horas, y los virus sélo pueden ser
llevados a cortas distancias. Con excepclon del
virus del enrollamiento de la hola de la papa
(PLRV), todos los virus de papa provenientes
de &fidos son transmitidos de manera no per-
slstente. Estos comprenden los virus Y, A, M
(PVY, PVA, PVM) y algunas varlantes del PVS.
De este grupo, &l PVY es el virus mas Impor-
tante.

Transmiglén persistente. Los virus que son
transmitidos de manera persistente, se
localizan en el floama de las plantas. Para ad-
quirir éstos, un &fido tlene que alimentarse del
floema y no basta sclamente explorar la super-
ficle de la hoja. Esto puede tomar 20 a 30
minutos. El virus entra en el cusrpo del &fido y,
durante un perfodo adiclonal de latencia o
Incubaclén que dura varlas horas, los &fidos
permanecen normalmente no viruliferos. El
virus persiste luego durante el resto de la vida
del 4fidoy puede serllevado adistanclas largas.
El més conocido de los virus de la papa, entre
lostransmitkdos en forma persistente, es el virus
de enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV),
ol cual es tamblén 6l més Importante de los virus

de la papa.
Blologfa de los #fidos

Los &fidos sobreviven en estado de huevo
durante el invlerno o las estaclonas des-
favorables. En la primavers, los huevos revien-
tan y las ninfas se desarrollan como adultos de
primera generaclén. Durante las slgulentes
generaclones, las hembras producen sin
fertilizaclon (por partenogénesls) progenies
vivas (viviparas). Hacla el otofio o en tem-
poradas que no favorecen la reproducclon de
&fidos, pueden aparecer de nuevo machos y
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hembras que producen huevos sexualmente
(oviparas). En la zona térrida (la zona que
posee un clima moderado através del afio), los
afidos logran reproducirse por partenogénesis
durante todo el afio.

Los &fldos pueden alcanzar rapidamente
proporciones de plaga. Un éfldo puede dar
origen a 30 ninfas y, durante una temporada
tavorable, pueden sucederse cocho
generaclones. De este modo, un éfido puede
te6ricamente producir 308 - lo cual superalos 6
x 10" - 4fidos. Felizmente, la naturaleza res-
tringe las poblaclones de &fldos por medlo de
condlclones climéticas desfavorables,
parasitos, predatores y deficlencias nutritivas
en {a planta hospedara.

Muchas especles de éfidos viven en una sola
planta hospedera. Se dice de ellos que son
autolcos. Otros migrar. entre hospederos
primarios o para Invernar, que generalmente
son plantaslefiosas, y hospederos secundarios
que generalmente son plantas herbaceas.
Estos &fkdos son heteroicos. Myzus persicae,
por ejemplo, puede Invernar en el
melocotonero (Prunus persica); de ahi el
nombre de &fido verde del melocotonero.
Purante los clclos reproductivos subsecuentes,
invade muchos hospederos secundarios, entre

ellos, la papa.

Despuéds de invenar, surgen &fidos alados
que pueden migrar de hospederos primarlos a
secundarlos. Durante las siguientes
generaclones, pueden produclrse
simult4neamente tanto formas aladas como
apteras.

Normalmente, los &fidos no vuelan cuando la
temperatura es Inferlor a 13°C. Las
temperaturas altas y las precipitaciones es-
casas gon ldeales para la multiplicacién de los
afidos. La actividad de éstos crece a medida
que la temperatura sube hacla los 30°C. Una
velocldad det viento por debajo de 1 km/h
favorece ¢l movimiento de los &fidos. Las cor-
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rlentes de alre callente pueden levantar los
éfidos a varios clentos de metros en el alre, y se
han encontrado ejemplares a distancias de més
de 1000 km del origen més cercano.

Como los é&fidos son insectos chupadores
que se alimentan de savia, al liegar a una planta,
exploran para determinar sl la planta les con-
viene como alimento. En caso positivo, puede

tardar varlos minutos o a veces hasta horas en
introducir sus partes bucales, los estiletes,
dentro del tejldo de la planta hasta el floema. La
infestacién de una planta depende ds su estado
fisiolégico. La sequfa aumenta la
concentracion, en ia savia, de solutos que son
provechosos para la alimentacién de los &fidos.
Las deficlenclas de nitrégeno y potasio influyen
en el metabolismo de ia planta y en las con-

El afido Myzus persicae puede invernar en el melocotonero. Durante los ciclos reproductivos
subsecuentes, invade muchos hospederos secundarios, incluyendo a la papa. En la zona térrida,
los &fidos pueden reproducirse por partenogénesis durante todo el afio.
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diclones osméticas de las células vegetales, lo
cual predispone las plantas a una infestacién
mayor. La composicién de las hojas cambla
durarnite el desarrollo de la planta. M. persicas
prefiere las holas Inferiores, cuya madurez es
mayor. Otros éfidos, como Macrosiphum
euphorblas, prefleren las hojas j6venes y por
es0 8e ublcan en las partes superlores de la
planta. Las plantas que tienen una apariencia
amarllla por enfermedades o deficlenclas,
pueden ser mds atractivas para los &fidos
alados que las plantas de aspecto saludabls.
Identificaclén de &fidos

Las especles de éafldos difleren en su
capacldad para transmitir virus. En zonas
templadas, la unica correlaclén significativa
entre la diseminacion de virus de papa y éfides
aparece con Myzus persicae. La Identificacion,
el estudlo de poblaclonss y & contrel ds los
éfidos deben, por eso, concentrarse en esta
especle. Sin embargo, debldo a la falta de datos
de los pafses de la zona térrida, también se
deben observar otras especles predominantes,
especlalmente en zonas nuevas para !a
produccion de papa.

Los éfidos son Inssctos de cuerpo blando,
que miden unos pocos milimetros de longitud.
Tlenen hasta 50 caracterfsticas Identificables.
S6lo algunas de éstas son Importantes en la
préctica, especlaiments las corrsspondlentes
al cuerpo, la cabeza, las alas, los slfones yla
cauda. Pueden ser observadas en aumentos de
6a 10x con un buen lente de mano o un micros-
coplo estereoscopico.

Cuetpo. El cuerpo de un 4fido consta de tres
partes: cabeza, térax y abdomen. Estas partes
poseen tamafio, forma y color distintivos en las
diferentes especlas de 4fidos.

Cabeza. La forma de la cabeza es deter-
minada por los tubérculos de las antenas, que
pueden ser pronunclados 0 estar ausentes.
Estos llevan las antenas, que en la mayoria de
las especles de &fidos son largas y delgadas,
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con cinco a sels segmentos. La proporcién
entre la iongitud de ia antena y la del cuerpo es
utilizada frecuentemente para la identificacién.

Alas. Las alas nacen en el térax y consisten
de un par de alas delanteras grandss y un par
de alas posterlores més pequefias. Las formas

En la practica, para la identificacién de ios
éfidos, sélo son Importantes algunas
caracteristicas, especlaimente las que
cotresponden al cuerpo, la cabeza, las alas,
los sifones y la cauda.

de las alas (sobre tedo, de las delanteras) y el
disefio de las nervaduras contribuyen a la
identificacién de los 4fidos.

Sifones. Los sifones son estructuras
tubulares que se proyectan hacla arriba, en
pares, desde el quinto o el sexto segmento del
abdomen. Su forma, longitud y color varfan
mucho entre las especles.

Cauda. El dltimo segmento abdominal est&
modificado para formar una cauda cuya forma,
longttud, color y cantidad de pelos sirven para
distingulr las especles.

Transmislén 2.2-pag.4
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Myzus persicee

Myzus persicae es ¢l &fido de la papa més
ampliamente dlstribuldo y ef vector mas impor-
tante de los virus de la papa. Normalmente, se
allmenta de las partes Inferlores de la planta de

papa.

Cuerpo. Los adultos miden de 1,5 a 2,5 mm
de longltud. Las formas épteras son general-
mente de un color verde claro a casi
transparente, pero también pueden ser de un
rosado oscuro o del color del melocotén. El
contorno del cuerpo es ovolde; la parte
posterior es redondeada.

Las formas aladas se distinguen por cabeza
y térax de color entre pardo y negro. El ab-
domen puede ser verde, rosado o de un rojo
opaco y esta marcado con una mancha negra
caracterfstica. El contorno def cuerpo es similar
al de las formas épteras, pero modificado porla
presencla de las bases de las alas.

Cabeza. La cabeza es marcadamente Inden-
tada. Tanto en los é&fidos alados como en los
épteros, los tubérculos de las antenas son
prominentes y apuntan hacia adentro. Las an-
tenas son casl tan largas como el cuerpo.

Alas. Normalmentes no ss utillzan
carecteristicas de las alas para Identificar los
afidos M. persicae.

Sifones. Los sifones son de color claro y
ligeramsnte hinchados hacla los extremos.

Cauda. La cauda es de color claro y mide
aproximadamente la mitad de la longitud de los
sifones.

Control de la diseminacién de virus
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No es factible sl control directo de la
diseminaclén de los virus. E! control indirecto,
sin embargo, contrlbuye a reduclr la
transmisién de virus. Esto comprende la

La diseminaclén de virus por éfidos

virulfferes, se pusde disminuir situando los
campos de produccion de semilla de tal
manera que el viento no llague a ellos desde
los campos de papa de consumo. Lo Ideal
serla que las dreas de producci6n de semilia
estuvieran completamente separadas de las
de la producclén de papa de consumo.
conslderacion del érea de cultivo, las practicas
agrondmicas y el control

Area de Cuitivo. Debldo a que existe una
relaclén entre la diseminacién da los virus y las
poblaclones de &fidos, hay que selecclonar las
éreas de produccién de semilla baséndose en
los daios del estudio de poblaciones de &fidos.
Las poblaciones de &fidos son generalmente
bajas en las &reas de temperatura bala, abun-
dante preciplitacién y alta velocldad de viento.

Dentro de un érea de cultivo de papa, y para
disminulr la diseminacién delos virus por 4fidos
virulfteros, los campos de produccién de semi-
lla deben estar situados de tal manera que el
viento no llegue a ellos desde los campos de
papa de consumo o de cuitivos de hospederos
alternos. Lo Ideal serla separar completaments
las éreas de producclén de semilla de las de
produccién de papa para el consumo.

Transmisién 2.2-pag.5
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Epoca de siembra. La época de migracién
delos éfidos pueds ser un dato més importante
- que el numero total de 4fidos capturados. Los
vuelos de los &fidos alcanzan frecuentemente
puntos culminantes, definidos, en clertas
épocas del afto. La diseminacién de virus qus
- ocurre temprano en la temporada, es un
problema mds serio que la diseminacién mas
tardfa, pues las plantas j6venes generalmente
son méas susceptibles Ademas, las plantas que
son Infectadas temprano, se vuelven fuentes
mas eficaces para aumentar ia dissminaclén de
virus que las plantas infectadas posteriormente
en la temporada.

Fuentes de Infeccién. Elimine los
hospederos primarios. Evite las 4reas cercanas
a las de producclén de papa de consumo, a
Invemaderos o a huertas caseras. Dentro de un
campo de producclén de semilla, elimine tan
pronto como sea pesible las plantas de papa
infectadas. Elimine las malezas de flores amaril-
las y cualquiler otra planta hospedera dentro del
campo y alrededor de él.

Manejo del cultivo. La resistencla de las
plantas a la infestaci6n de &fins puede ser
aumentada mediante una fertliizacl6n balan-
ceada y un buen manejo del agua de rlego.

Epoca de cogecha. Después de que un &fido
virulffero ha estado allmentdndose en el follaje,
un virus necesita algin tiempo para llegar a los
tubérculos. Los tubérculos-semilia de grado su-
perior deben ser cosechados a més tardar 8 a
10 dlas después de que e! estudlo de
poblaclones acuse una acumulacion critica de
éfidos. Ese plazo es suficiente para evitar que
la Infecclén de virus llegue a los tubérculos.

Almacenamiento de tubérculos. Los brotes
ds los tubérculos son faclimente colonizados
por los é&fidos. Impida la transmisién de virus
mediante un aimacenamiento que excluya alos
afidos y con aplicaciones de aficidas.

Control quifmico. E! grado de eficlencla de
los aficidas para controlar la transmisién de
virus depende del tipo de transmisl6n de virus.

En ia transmisién no persistente de virus, los
éfidos transmiten los virus (por ejemplo PVY)
rapidamente sin dar tiempo a que los aficidas
comunes puedan matar al vector. Dantro de un
campo, los aficidas pueden reducir ligeramente
la transmisién no persistente de virus, pero no
la pueden impedir. Tampoco pueden controlar
las infecciones que llegan desde fuera del
campo causadas por &fldos que migran.

En la trasmislén persistente, los virus {por
ejemplo, el PLRV) tienen un periodo de
incubaclén suficientemente largo para permitir
que los aficidas controlen a los vectores. Los
aficidas pueden reducir conslderablemente la
diseminaclén del PLRV dentro de un campo,
pero no pueden controlar las infecclones
originadas desde fuera, causadas por &fidos
que migran,

Los aficidas méas convenlentes son los or-
ganofosfatos de accién slstémica, para

~ aspersion, olos insecticidas granulados de car-

bamato aplicados al suelo.

Las aspersiones de aceite mineral son efec-
tivas para reducir las virus transmitidos de
manera no persistente, pero no impiden la
diseminacién del PLRV. En todo caso, consulte
a los expertos locales.

Febrero, 1993
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Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales Impresos de estudios
para los profesionales involucrados en actividades de capacitaclén desarrolladas por el CIP y est4
constitulda por una serie de fasclculos suscuptibles a ser actualizados.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.3.1 DETECCION / Sintomatologia

Fasciculo3.1.1 Sintomatol

ogiadelas Enfermedades

Virales en Plantas

El término "sintoma se define como la
varlaclén macroscépica y/o microscopica
(forma , color, tamario, etc.) manifiesta en la
planta como consecuencia de accicnes
patogénicas, deficlencla de nutrientes, con-
diclones ambientales adversas, etc.

El estudlo de la sintomatologfa causada por
enfermedades virales requiere de obser-
vaclones culdadosas y periédicas de las plan-
tas Infectadas (plantas Indicadoras), a fin de
determinar con precisién el tipo, la intensidad y
la prevalencia de cualquier anormalidad. Los
sintomas méas evidentes son aquelios que se
maniflestan en las hojas, aunque algunos virus
pueden causar también sintomas en tallos,
frutos, ralces u otras partes de la planta.

El sintoma més comun de las enfermedades
causadas por virus es la reducclén delatasa de
desarrollo, manifestada a través de grados de
achaparramiento o enanlsmo en la planta. Por
otro lado, casl todas las enfermedades virosas
causan reducclones en los rendimientos to-
tales. Estos efectns pueden ser severos y
faciimente perceptibles o pueden ser Insig-
nificantes.

En casi todas las enfermedades virosas que
ocurren en el campo, el virus est4 presente en
toda la planta (infeccién sistémica) y los
sintomas producidos son llamados
"sistémicos”. En plantas inoculadas artificlal-
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mente, clertos virus causan pequeiias lesinnes
generalmente necréticas, en el punto de
entrada (infecclén local) y los sintomas son
llamados "leslones locales".

Muchos virus pueden Infectar clertos
hospederos sin causar el desarrollo de
sintomas evidentes; tales virus son llamados
comunmente "virus latentes" y los hospederos,
"asintomaticos". En ambos casos, las plantas
que cominmente desarrollan sintomas al ser
infectadas con un determinado virus, pueden
permanecer temporalmente asintomaticas
bajo clertas condiciones medio ambientales,
por ejemplo, alta o baja temperatura. A esto se
fe denomina "enmascaramiento”,

Finalmente, las plantas infectadas con virus
pueden mostrar sintomas muy severos in-
mediatamente después de la inoculaci6n,
pudiendo incluso producirse la muerte de
éstas. Si la planta sobrevive a ia fase de shock
inicial, los sintomas se tornan suaves ("sintoma
crénico") con el subsiguiente desarrollo parcial
o total de la planta. A esto se le denomina
“recuperacién”. Por otro lado, los sintomas
pueden progresivamente incrementarse en
severldad y pueden resultar en una reduccién
gradual o en un declive rapido de la planta.

Los sintomas producidos en plantas por
Infeccl6n viral se pueden dividir en:

Detaccibén/Sintomatologla 3.1.1-pag,1
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a) Sintomas locales.

Generalmente se producen en las hojas ino-
culadas de la planta. Son leslones isométricas
discretas, es decir, que se pueden contar y, en
algunos casos, slrven para realizar ensayos
cuantitativos. Normalmente no tienen impor-
tancia econ6mica, pero son muy (tiles para la
dlagnosls.

Dentro Zc los sihtomas locales tenemos:

Manchas cloréticas
Puntos cloréticos
Anlilos cloréticos
Manchas necréticas
Puntos necréticos
Anlillos necréticos

b) Sintomas gistémicos.

Se producen en las hojas de lus plantas que
no han sido inoculadas. Son los mas importan-
tes porque pueden afectar cualquier parte de la
planta (flor, fruto, peclolo, etc.).

Dentro de los sintomas sistémicos tenemos:

o Mosaico. Es la afternancia de areas ver-
des normales con 4reas cloréticas. Esta

alternancla es irregular y no sigue un
patrén. Algunas veces ¢ 'mienza con una
aclaracion de nervaduras.

Dentro de los sfntomas del tipo mosaico
pueden considerarse a los moteados, ban-
deamiento de nervaduras, estrfas cloréticas,
etc.

o Amarillamiento. Consiste en una
clorosis generalizada o parcial.

Dentro de los sintomas del tipo amarillamien-
to pueden considerarse: clorosis, célico,
aucuba, amarillamiento de nervaduras, clorosis
intervenal, etc.

o Necrosis. Se produce en Iinfecciones
sistémicas como necrosis apicalys,
necrosls de nervadura y/o tallo, anilios
necréticos sistémicos, etc.

¢j Anormalidades de crecimlento.

Pueden presentarse en cualqulera de las par-
tes de la planta y podemos citar al encar-
rujamiento de hojas, la epinastia, las
ampolladuras, la proliferacion de brotes, la
rugosldad, sl encrespamiento, las hojas
corlaceas, el enanismo, etc.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materlales impresos de estudios
para los profesionales involucrados en actividades de capacitacién desarrolfladas por ei CIP y est4
constituida por una serle de fasciculos susceptibles a ser actualizados.

Febrero, 1993
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.1 DETECCION / Sintomatologia

Fasciculo 3.1.2 Enfermedades Producidas por
Organismos parecidos a
Micopiasmas en Piantas de Papa

Ahora se sabe que muchas enfermedades de
plantas que se crefa eran producldas por virus
estdn asocladas con otra clase de organismos
patégenos parecidos a bacterlas y a rickettslas.
Sin embargo, el mayor grupo de patégenos de
plantas que normalmente se confunde con
virus es el de los organismos parecidcs a
micoplasmas (MLO, por sus siglas en inglés
"Mycoplasma llke organisms"). Los micoplas-
mas son transmitidos por saltahojas o psflidos
y estén asoclados con enfermedades como la

"escoba de bruja" y el amailllamiento.

Caracteristicas de los organismos
parecidos a micoplasmas

e Son microorganismos pleomérficos de
0,1 a 1,0 umde dl&metro y pasan a través
de filtros con poros de 450 nm de
diametro.

e Sus células estan limitadas solamente
por una membrana unitaria gruesa (10
nm) de tres cap4s.

e Sus células contienen rlbosomas de tipo
bacteriano.

o Contienen DNA y RNA.

e Se multiplican probablemente por fisi6n
binaria.

® Algunos pueden ser cultivados en
medios artificlales. En culiivos de agar
producen colonias diminutas tipicas con
forma de huevo frito.
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e Son resistentes a la penicilina y sensibles
alatetraciclina. Adiferenciads las formas
L de las bacterlas, no revierten a la forma
bacterlana cuando crecen en un medio
sin penicllina.

o También se infectan con virus.

Se ha reportado més de 40 enfermedades de
plantas producidas por micoplasmas. La
mayorfa de la evidencla se obtuvo mediante
microscopla electrénica. Es dificil describir la
morfologla de los micoplasmas, ya aue son
pleomérficos y su ferma varfa de acuerdo al

.método utilizado en la preparacién de los

especimenes para su estudio por microscopfa
electrénica. Sin embargo, existen organismos
que son difarentes a los MLOs que se pueden
encontrar en plantas de malz con enanismo.
Estos organismos generalmente tienen forma
helicoidal, miden cerca de 250 nmde ancho por
12 um de largo y se les dencmina "espiroplas-
mas". :

Algunos MLOs han sido cultivados en medios
artificiales para ser inoculados en plantas sanas
y producir la enfermedad. Muchas enfer-
medades de importancla econémica como
"potato purple top", "sandle spike", "mulberry
dwarf", "pear decline", etc., son producidas por
MLOs. Los MLOs infectan sistémicamente a la
planta y generalmente tienen un rango amplio
de hospederos. Ciertos sintomas provocados
por MLOs en plantas son muy caracter(sticos y

Deteccion/Sintomatologfa 3.1.2-pag. 1
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rara vez son producidos por otros agentes
patégenos. Estos Incluyen la "escoba de bruja",
el cambio del color de las flores a verde (vires-
cencla) y latransformaci6n de los pétalos delas
flores en estructuras follares (filodla).

Los estudios de microscopla electrénica
muestran que la mayorfa de los MLOs estdn
restringidos al floema del tejido vegetal. El
tamafio de los MLOs es mayor que el de los
poros de las células cribosas, pero debido a su
naturaleza pleomérfica pueden modificar tem-
poralmenta su forma y pasar a través de estos
poros a la cétula adyacente.

Se ha reportado que los saltahojas y los
psflidos son vectores de los micoplasmas.
Muchos MLOs tamblén infectan a su vector y
en algunos casos afectan el ciclo de vida del
mismo. Generalmente, los vectores Infectados
con MLOs permanecen Iinfectivos durante toda
su vida. Algunos MLOs tamblén se transmiten
por pasaje transovariano.

Los MLOs son susceptibles a los antlbi6ticos,
especlalmente a los del grupo de la tetraciclina,
pero son resistentes ala penicllina. Cuando una
planta infectada y con sfntomas se inocula
perlédicamente con una soluclién de
tetraciclina, los sintomas de la enfermedad
generalmente desaparecen. Si los sintomas no
son evidentes, su aparicién se retarda. Es Im-
portante notar que la aplicaclén de tetraciclina
no curala enfermedad enla planta; los sintomas
aparecen rapidarnente después de finalizado el
tratamierito con tetraciclina.

Los MLOs son susceptibles a las
temperaturas altas. Estes se pusden eliminar de
plantas Infectadas, partes de plantas y 6rganos
propagativos en dormancla medlante
tratamlentos de calor (30 - 37°C) que pueden
durar semanas o meses, dependiendo del tipo
de MLO.

Formas L de bacterias
Las bacterlas que se cultivan en un medio que
contlene periicllina son Iincapaces de producir
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paredes celulares. Estas bacterlas sin pared
celular son denominadas "Formas L". Las for-
mas L tienen una morfologfa muy similar alade
los MLOs. Sin embargo, sé6lo se producen bajo
condiclones de laboratorio y son muy ines-
tables; retoman su forma original Inmediata-
mente después que la penicilina se elimina del
medio de cultivo.

Enfermedades producidas por
micoplasmas en plantas de papa

En 1915, Maurice reporté por primera vez la
existencla de los MLOs. La distribuclén de las
enfermedades producidas por mycoplasmas
en plantas de papa es mundial, pero en clertos
palses como Guatemala, Panam4, México y
Tunez son tan importantes como otras enfer-
medades que afectan al cultivo. Se han utllizado
diferentes nombres para describir las enfer-
medades provocadas por MLOs en plantas de
papa. Los sintomas producidos por los MLOs
varlan extremadamente. Organismos diferen-
tes pueden provocar sintomas casl idénticos, y
& mismo MLO puede provocar sintomas diver-
sos en cultivares de papa diferentes y especles
diferentes de plantas. Es por ello que la
sintomatologla se considera generalmente
como una-caracterfstica poco confiable, aun-
que existen descripciones voluminosas y detal-
ladas realizadas con anterloridad por varlos
Investigadores.

A pesar de las limitaciones de la
sintomatologla como herramienta en el
dlagnéstico de enfermedades, existen ciertos
sintomas que regularmente se asoclan con In-
fecclones causadas por MLOs. Considerando
estos sintomas, las enfermedades causadas
por MLOs en plantas de papa se pueden
clasificar en dos grupos distintos: “aster yel-
lows" y "escoba de bruja".

1. GGrupo "Aster yellows"
El "Aster yellows" ha sido denominado de

muchas formas diferentes, entre ellas, “purple
top", "purple top wilt', "haywire", “latebreaking

Deteccién/Sintomatologla 3.1.2-pag.2

29



Centro internacional de la Papa (CIP)

virus", "stolbur”, "parastolbur’, "metastolbur",
“tomato bigbud" y "purple top roll". Ei “"Aster
yellows" tiene distribucién mundial. En muchos
palses esta enfermedad no se considera
econdémicamente importante.

Los sintomas de esta enfermedad varfan con-
siderablemente sugiriendo que existe una gran
variabilidad entre tipos de MLOs. La severidad
de los sintomas y la extension de la infeccién al
tubérculo también varla enormemsnte prob-

“ablemente debldo a la ocurrencia de cepas
diferentes de MLOs. Debido a la carencla de
métodos adecuados de diagn6stico, estas
diferenclas entre MLOs no han podido ser es-
tudiadas. Los sintomas de "Aster yellows" han
sido confundidos con los producidos en infec-
clones por Rhizoctonla o Fusarium. También se
confunden con los sintomas primarios de la
infeccion por PLRV.

Generaimente, los sintomas no aparecen
hasta la floracién. La base de los foliolos
Jévenes de ias plantas se tornan de un color
morado a rofizo o amariliento. Ei peciolo se
vuelve erecto, los entrenudos se acortan y toda
la planta muestra un habito de crecimiento
erecto. La clorosis puede ser generalizada y las
hojas pueden volverse hacla arriba. Es comun
la aparicién de tubérculos aéreos en las axilas
de ia planta. La decoloracién de los tejidos
vasculares es comun y en algunos casos es
muy severa. El cuelio de la ralz se pudre,
causando el marchitamlento de la planta. los
estolones presentan "browning" que se puede
extender hacla los tubérculos cercanos. Ciertas
cepas de "Aster yellows" evitan que los
tubérculos infectados broten o blen producen
en ellos brotes ahilados de los que se originan
plantas débiles que no sobreviven.

Otro tipo de "Aster yellows", como en el caso
de la enfermedad "haywire", es transmitido
mediante tubérculo semilia. Las plantas que
crecen de tales tubérculo muestran sintomas
severos de "purple top wilt", enanismo,
encrespamiento de hojas y coloracién rojiza o
morada de los foliolos Inmediatamente
después que las plantas emergen. El MLO del
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"Aster yellows" tiene un rango de hospederos
muy amplio que incluye plantas de muchas
familias diferentes. Sus vectores son Macro-
steles divisus y M. fascifrons.

La enfermedad "stolbur " o "parastolbur"
reportada en Europa se parece al "Aster yel-
lows", excepto qus los sintomas son severos y
se produce e! marchitamiento y la muerte de las
plantas poco después de ia aparicién de los
sintomas. El “stolbur' no se propaga por
tubérculos ya que los que se encuentran infec-
tados se vuelven fldcidos y se pudren antes de
germinacion. Los vectores del “stoibur' son
Hyalesthes obsoletus, Euscells plebejus,
Aphrodes blcinctus y Macrosteles laevis.

Epidemiologia

Los vectores de "Aster yellows" no muestran
preferencia por piantas de papa como
hospederas, y, bajo condiciones normales,
viven y se propagan en malezas, pastos y
gramineas pequefias. Debido al amplio rango
de hospederos de los MLOs, muchas de estas
plantas también se Infectan con ellos. La
infecclén de Mycoplasma en un campo de papa
se establece mediante la migracién de los sal-
tahojas desde estas malezas. Generalmente,
los insectos inoculan plantas o grupos de plan-
tas esparcidos en el campo. No existen eviden-
clas para indicar que estas plantas infectadas
sirvan como fuente de in6culo para la
propagacion de la enfermedad. También se ha
reportado que tanto los adultos como las ninfas
son incapaces de adquirir los MLOs a partir de
plantas de papa. Es decir, que la transmision
ocurre solamente cuando el saltahojas
migratorio ha adquirido el MLO, dlas o semanas
antes, de malezas u otras plantas. Por lo tanto,
las crisis en las epidemias de MLOs en cultivos
de papa dependen delaactividad del saltahojas
migratorio y de ia presencia del in6culo en otras
plantas cercanas que no sean papa.

2. Grupo de la escoba de bruja

La escoba de bruja también es denominada
“e*lbur del norte" o "dwarf shrub virosis" y ha
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sido reportada en América del Norte, Europa y
Asla. Los sintomas consisten en redondeo de
las hojas que posteriormente se vuelven
cloréticas y en el desarrolio de muchas yemas
axilares en la parte basal de la planta. La planta
adopta una posicién erecta y el enanismo es
muy comun. Algunas hojas pueden volverse
moradas o rojizas. Si se producen flores, éstas
serén de color verde (virescencla) o adoptarén
la forma de estructuras follares (filodia).

A diferencia del "Aster yeflows", la enfer-
medad es transmitida a través del tubérculo. En
el primer afio de infecclén, los tubérculos infac-
tados parecen normales, pero cuando se
slembran producen plantas con sintomas. Los
tubéreulos del segundo afio de infeccién son
pequeiios y producen brotes ahllados. Estos
tubérculos carecen generalmente del periodo
de dormancia.

Los vectores de la enfermedad son los sal-
tahojas Ophlola (Scleroracus) flavopictus, S.
dasldus yS. balil. En muchas partes del mundo
el vector de esta enfermedad es alin des-
conocido. Los vectores son incapaces de ad-
quirir los MLOs a partir de plantas de papa para
propagar la enfermedad.

Identificacion de la enfermedad

Para la aplicacién de medidas de control
adecuadas en enfermedades causadas por
MLOs en plantas de papa, es importante es-
tablecer cuéles MLOs estan asociados con los
sintomas de la enfermedad. Aunque la
sintomatologla es de muy poca ayuda en el
dlagndstico, los sintomas caracteristicos de las
enfermedades causadas por MLOs descritos
anterlormente pueden ser utllizados como paso
preliminar.

Se puede reallzar la transmisién del agente
causal a partir de plantas sospechosas
mediante injertos a otro hospedero. El uso de
vectores para transmitir MLOs desde plantas de
papa no es posible ya que los vectores son
incapaces de adquirlr fos MLOs a partirde ellas.
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Se ha reportado que las especies Datura
stramonium, D. metel, Lycopersicon esculen-
tum, Cyphomandra betacea, Nicotiana
tabacum, Medicago sativa, Melilotus aiba y
Trifollum repens son hospederas alternativas
para los MLOs y pueden ser utilizadas como
plantas indicadoras. Se debe tener mucho
cuidado cuando se Intenta transmitir MLOs a
partir de plantas de papa que crecen er el
campo mediante injertos, ya que estas plantas
suelen también estar infectadas con otros
patogenos, especialmente virus. Los virus
pueden infectar a muchos de estos hospederos
Yy pueden producir sintomas que pueden llevar
a un diagnéstice erréneo.

Se ha establecido el uso de técnicas
serolgicas para identificar la presencia de
virus después de realizado el injerto. St algiin
virus estuviera presente y efectivamente Infecta
al hospedero alternativo, entonces es necesarlo
Injertar una parte de la planta infectada con
MLOs en otro cultivar de papa que sea inmune
al virus. También se puede utilizar otras plantas
hospederas Inmunes al virus pero susceptitles
alos MLOs. El objetivo de transmisién por injer-
to es obtener un aislamiento puro del MLO en
Invernadero para estudios futuros.

El sigulente paso es probar su sensibilidad a
los antibléticos. En este experimento es impor-
tante tener muchas plantas Infectadas con el
MLO y tener controles suficientes para obtener
resultados confiables. Se debe inocular un
grupo de plantas semanalmente con una
solucién de tetraciclina, otro grupo con una
solucién de penicilina y otro con agua destilada
como control. Se debe tener en cuenta que las
concentraclones altas de antibléticos son
toxicas para las plantas. Por lo tanto, deben
utilizarse tres niveles de concentraclonss de
antibiGticos (100, 500 y 1000 ppm) en el ex-
perimento. Tamblén deben utllizarse plantas
sanas Inoculadas con las tres concentraciones
de antibi6ticos para detectar e! nivel de
toxicidad de las mismas. Sl en el experimento
las concentraciones de antibi6ticos utilizadas
no son toxicas, entonces se puede utllizar con-

Detaccién/Sintomatologia 3.1.2-pag.4

2l



Centro Internacional de la Papa (CIP)

centraciones mas altas. Si los MLOs estan
asociados con la enfermedad, entonces las
plantas que recibieron el tratamiento de
tetraciclina mostraran una reduccién en la
severidad de los sintomas, o los sintomas
desapareceran completamente en el tejido
joven que empiece a desarrollarse. Las plantas
que recibleron el tratamiento de penicilina no
mostraran ningin cambio enla severidad de los
sintomas. Si la aplicacién semanal de
tetraciclina se detiene, las plantas comenzaran
ientamente a mostrar los sintomas de la enfer-
medad. La sensibilidad del agente causal a la
tetraciclina es una buena indicacion que un
Mycoplasma esta asociado con la enfermedad.

Sedebe obtener secciones de peciolos ytallo
de las plantas enfermas y tefirlas con "Diene’s*
stain" para su observacién bajo el microscopio
de luz. La presencia de estructuras granulares
azul oscuro en el floema es otra evidencia de la
asoclacion de MLOs. La prueba final para
detectar MLOs se logra mediante estudios de

micrascopia electronica. Los especimenes se
obtienen a partir de las venas principales,
peciolos o tallos de una planta infectad=. Las
muestras se cortan en piezas pequefias de
cerca de 2 a 3 mm de largo y se embeben en
una solucién fijadora Karnowsky** o en una
solucién de glutaraldeido al 2% en solucion
amortiguadora fosfato 0,01M pH 7,0. La
muestra preparada puede enviarse a un

* Diene’s stain:

25 g de azul de metileno

1,25 gde Azurl

100 g de maltosa

0,25 g de carbonata de sodio

** Solucién fijadora Karnowsky:

Sol. de Paraformaldeido al 8% (12 ml)

Sol. amortiguadora cacodilato 0,1M (33 ml)
Sol. de Glutaraldeldo &l 70% (2 ml)
completar a 100 mi con agua destilada

Micrograffa electrénica de un corte uitrafino del floema de “olluco” mostrando MLOs.
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laboratorio donde existan facilidades para nacional de la Papa - CIP -, Apartado 5969,
trabajos en microscopla electrénica (por Lima, Pert).
ejemplo: Seccién de Virologla,Centro Inter-

Las Unidades Técnicas de Capacitacion (TTU), constituyen materiales Impresos de es-
tudios para los profesionales involucrados en actividades de capacitacion desarrolladas por el
CIP y esté constituida por una serle de fasciculos susceptibles a ser actualizados.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.2 DETECCION / Planias Indicadoras

Fasciculo 3.2.1 Produccion y Mantenimiento de

Plantas Indicadoras

Los virus causan enfermedades de papa muy
. serlas que no pueden ser controladas por
médios qufmicos. La erradicacién de virus de
papa requlere de procedimlentos complicados
que dependen de métodos de detecclén con-
liables. Uno de estos mélados se basa en el uso
de plantas Indicadoras. :

Los virus de papa pueden tambidn producir
enfermedades an olras planlas que no sean
papa (plantas culllvadas, plantas ornamentales
-y especles slivestres) e Inclusive en plantas de
otras famillas. Los sihlomas pueden ser com.
pletamente diferentes de aquellos producidos
en papa. La capacidad de eslos virus para
Infectat otras plantas y produclr sintomas
claros se ullliza en su detecclén. Este documen-
lo descrlbe co6mo produclr plantas indlcadoras
bajo condlclones dptimas, libres de Insectos,
enlermedades y deliclenclas de nulrlentes.

1. Produccién de plantas indicadoras
a) Preparacién de suelo para almacigos.

Prepare una mezcla de arena (preferlblemente
cuarzo) y musgo (1:1 v/v) de acuerdo con el
sigulente procedimiento:

Pasar el musgo y la arena separadamente a
través de una malla de alambre de 100 mesh.,
Lavar Ia arena varlas veces para eliminar las
sales. Mezclar el musgo y 1 arena. Si eslos
malerlales no estuvleran disponibles, utllizar
cualquler otro sustralo que lenga una estruc-
tura similar. El sualo para la preparacién de
alméclgos debe ser fino y poroso para faciltar
¢l transplante posterlor de las Indicadoras.
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Estesllizar la mezcla en una de las slguientes
lormas:

- La esterilizaclén con vapor a 100°C duranle
30 minulos es el mejor inélodo, sin embargo,
no slempre existen las faclidades para su
aplicacién,

- En reglones cdlldas, se puede ulilizar calor
solar. Esparcir el sustrato unllormementg sobie
una superlficle de metal y oxponerlo al sol
durante 2 semanas. Vollear el susltralo
perlédicamente y humedecerlo con agua.
Tamblén se puede sellar el sustrato himedo
dentro de una Lolsa de plastico y exponetio a
la luz solar durante 2 semanas. Vollear la bolsa
perlddicamente.

Cuando la imezcla se enlife (dos 6 lres horas
después) afiadir 40 g de nitralo Je amonlo, 200
g de monoloslato y 50 g de una mezcla de
sullalo de polasio y de magneslo (22% y 18%,
respectivamente) por cada 100 kg de suelo.

b) Slembra de seniillay.

Todas tas plantas Indicadoras provienen e
semilla sana. No es aconsejable propagarlas a
través de escucjes.

Fara mejorar la unlformidad en la gor-
minaclon, las samlllas pueden ser tratadas
sumargléndolas enécldo giberélico (1500 ppm)
durante 24 horas. Secar las semillas por lo
menos durante 24 horas anles de su siembia,

Llenar handejas de aproximadamente 40 x 30

x 5 cm (& cualqulier otro reclplente aproplado)
con el sustrato. Hacer surcos paralelos cle 0,5

Deteccion/Plantas Indicadoras 3.2.1-pag. 1
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cm de profundidad cada 3 6 4 cm. (lig. 1).
. Sembrar las semillas de una planta indicadora
en un surco (Fig. 2). Se puede sembrar semillas
de diferentes plantas Indicadoras en unamisma
bandeja (fig. 3) pero utilizando dilerentes sur-
cos debidamente Identificados. Cubrir con una
capa delgada de suelo y regar suavemente.

La mayorfa de las semlllas germinan mejor a
22 - 24°C; en regiones frlas, puede ser nece-
sario un calentamiento attilicial. Sembrar mas
semillas de la cantidad de planlas necesarias,
ya que la germinacién puede ser errdlica.
Utilizar las plantas que emerjan primero y des-
cantar el resto.

El CIP tiene una cantidad limitacla de semillas
disponlbles. Sl se desea, envlar una solicitud al
CIP. Incluir un permiso de importacion si su pals
asf lo requlere.

c) transplante.

Transplantar individualimente los almécigos
de clerta edad (ver cuadro) en macelas llenas
con suelo para transplante esterilizado (arena :
suelo: musgo, 1:1:1, respeclivamente). Pre-
parar el sustrato tal como se describié anterior-
mente, pero utilizando una malla cle 36 mesh en
el tamizado. Utilizar macetas de 5 cin de
diametro. Las macetas de arcilla son mejores
que las macetas de plastico.

Limplar y esterllizar las macelas antes de
utllizarlas. Aflojar el suelo de las bandejas con
almécigos (Fig. 4) y levantar las plantitas
cuidadosamente (fig. 5). Plantar el alinacigo en
un agujero de 2 a 3 cm de profundidad (fig. 6).
Presionar ligeramente el suelo para que el
almaclgo se sostenga en su lugar. Regar in-
mediatamente.

2. Manejo de invernaderos
Los Invernaderos deben proveer condiciones
6ptimas para el crecimlento vigoroso de las

plantas indicadoras. Se deben tener en cuenta
los sigulentes factores:

Febrero, 1993

a) Venlilacion.

Durante las estaclones cdlidas, las mallas a
prueba de 4lidos pueden produclr calor ex-
cesivo y es necesario utilizar ventilacidn
adiclonal, Utllizar un equipo de aire acon-
diclonado con las entracas protegicas contra
inseclos.

b) Sombra.

Para evilar fas temperaturas extremas del
vaerano, cubra los invernaderos durante las
horas del dfa.

c) Luz.
Durante invierno, puede ser nhecesaria una

luminacién suplementaria para extender el
lotoperfodo a 16 horas.

Planta Indicadora TP IN
Gomphrena globosa * 28 46
Nicoliana ruslica 28 46
Nicollana glutinosa * 28 46
Nicotlana labacum

"White Burley "* 28 46
Nicoliana clevelandii 28 46
Nicoliana debneyil * 28 4G
Nicotiana benthamlana 17 49
Nicotlana occidentalis 23 49
Nicoliana tabacum "samsun" 28 46
Nicandra physaloides * 28 46
Physalis floridana * 17 $1]
Dalura melel * 17 K}
Datura stramonium * 17 31
Chenopodium quinoa * 17 3
Chenopodium murale * 17 31
Chenopodium amaranticolor * 28 46
Lycopersicum esculentum

"rilgers” * 17 Ji
* utllizadas en el CIP para trabajo de rutina.

Numero de dfas desde la slembra hasta el
transplante y la inoculaclédn (para las condi-
ciones del CIP, Lima). TP: transplante; IN:
inoculacion.

Deteccion/Plantas Indicadoras 3.2.1-pag.2
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Algunos Tubos fluorescentes de luz diurna y
focos Incandescentes (de 25 w cada uno) son
suliclentes para mantener un creclinienlo
adecuado de las plantas.

d) Hfglene.

Aplicar las sigulentes medidas de higlene para
evitar la contaminaclon:

-Retlrar todos los restos de plantas.

-Retlrar las malezas dentro y fuera de los in-
vernaderos.

-No colocar plantas de campo en los inver-
naderos, a menos que hayan sido tratadas con
productos quimicos para controlar patégenos
y enfermedades. Manlener las plantas
separadas de las vlantas indicadoras.

-No entrar a los Invernaderos inmediatamente
despusés de haber visitado un campo. ’

-Utllizar un mandil de laboralorio limpio cuan-
do se Ingrese a los Invernaderos.

-Lavarse las manos anles de Ingresar a los
Invernaderos.

-No locar las plantas indlcadoras. Cuando se
trabaje con plantas indicadoras utilizar loallas
de papel para soslener las hojas.

Fuente: modilicado de"Use of Indicator Plants
for Deteclion of Potalo Viruses”, CIP research
guide 21, Centro nternacional de la Papa, Lima,
Perq. 1989,
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.2 DETECCION / Plantas Indicadoras

Fasciculo 3.2.2 DESINFECCION DEL SUSTRATO DE SIEMBRA

Para producir "semilla basica" de papa y plan-
tas indicaduras de virus en invernaderos, se
puede utilizar como sustrato una mezcla de
suelo, musgo y arena. Para evitar cue los
tubérculos y fas plantas se contaminen con las
plagas y enfermedades existentas en los

suelos, la mezcla debe ser desinfectada.

La desinfectacién puede efectuarse mediante
la utilizacl6n de métodos biol6gicos, quimicos
ofisicos, los cuales, en su mayorfa, son eficlen-
tes pero costosos y requieren, en algunos ca-
sos, de un manejo culdadoso, especlalmente
cuando se utilizan quimicos que son altamente
t6xicos.

Enlos Invernaderos se siembra principaimen-
te plantulas in vitro, semillas, esquejes o tuber-
culillos libres de virus y de otros fitopatégenos,
porlo que su Instalacién requiere de un sustrato
previamente desinfestado para asegurar que
los tubérculos y plantas producidos tengan una
sanidad excelente certificada y no sean por-
tadores de enfermadades fungosas, bacteria-
nas, viréticas o de nematodos. La desinfeccion
debe tamblién eliminar los insectos y semillas de
malezas que afectan la produccién de semilla
de alta calidad y de plantas vigorosas.

DESINFECCION CON BROMURO DE
METILO

Se puede sscoger entre difsrentes productos
comerclales para desinfestar la mezcla de
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siembra; sin embargo, muchos de ellos toman
varios dfas para su aplicacién. Pero hay uno, el
gas bromuro de metilo que, aunque es téxico,
puede aplicarse en pocos dfas, en forma sen-
cilla y con resuitados efectivos.

1. Poza de aplicacién

Las figuras 1 y 2 muestran los materiales ne-
cesarlos y sus medidas. Sobre una loza de
concreto, construir parades de ladrillo reves-
tidas con cemento La capacidad de la poza
debeserde3m ydebe ofrecer facilidades para
cargar y descargar la mezcla o sustrato por
desinfestar. Las dimensiones de la poza deben
ser 3,60 m de largo por 1,20 rn de ancho por
0,70 m de profundidad.

En el borde superior de las paredes de la
poza, hacer una canaleta de 5 cm de anchoy 2
cm de profundidad, que recorra todo el
perimetro (A).

Utilizar una cubierta de plastico (B) de un
material transparente yue tenga entre 0,8 y 1
mm de espesor para que pueda ser utilizada
varlas veces sin que se deteriore.

Construir un batidor (C) de l4mina de hierro
de 1/4" por 1 3/4", que encale en la canaleta del
borde de la poza, y con asideros para facilitar
su colocaclién. Lafuncién del bastidor es sujetar
el plastico que servira para tapar la poza antes
del tratamlento y para evitar fugas del producto
aplicado.

Deteccién/Plantas Indicadoras 3.2.2-pag.1
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A 65 cm de altura en un costado de la poza
(figura 2), colocar un tubo metélico de
aplicaclén (D) empotrado en la pared, pasante
y con rosca. El tubo debe quedar ligeramente
sobre el nivel superior del sustrato para que
pueda fluir ¢! gas. Conectar a la poza el gas
bromuro de metilo que se qulere aplicar. Exis-
ten dos sistemas de conexlon:

a) Con niple (E) que conecta el balén grande
de 92 Kg (200 Ib) por medio de una manguera.
El gas se dosifica por medio de la llave del
balén.

b) Con aplicador especifico para envases de
460 g (1 Ib) conectado directamente. El
aplicador tiene una abrazadera que, &l ajustaria,
preslona una punta metalica hueca la cual per-
fora el envase dejando sallr el gas.

Figura 1.

Mivel del sustrato ]
y dal tubo de
aplicacién

8,65 .

Corte de la poma

Niple para

Hiple de oconectar la
ooguridad manguera de un
baldn grande
4 de gas

Aplicador para esvesse de 1 1b

Petalle K

Figura 2.
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Practicar orificlos (figura 3) en el sustrato
himedo (F) para facilitar el movimiento del gas.
Hacer los orificios con un trozo de madera de
2 cm de didmetro, que lleguen hasta el fondo y
espaclados 15 a 20 cm entre ellos.

Para cubrlr la poza, taparia con la cublerta de
plastico grueso. Seguidamente colocar encima
el bastidor metalico, haciendo presién para que
seintroduzcaen la canaleta y selle la poza. Para
complietar esta operacion de manera
hermética, colocar suelo humedo o arena en-
clma del bastidor.

Pldatico Suslo Mseio

w"lulu -n wl
alo pai

nefijalol, |,

Figura 3.

Nota: Utllizar guantes, respirador de gases,
lentes, etc. al aplicar y al destapar la poza.
Sellar blen la poza de desinfestaclén, evitando
la poslble fuga de gas.

2. Dosis utilizada

Segln el tipo de mezcla, las dosis utllizadas
pueden varlar de 1 2 1,5 6 de 2 a 3 Ib/m® de
sustrato por desinfestar. Los suelos pesados y
altamente infestadus necesitaran dosis mas
aiias.

Es recomendable que después de la primera
aplicacion con una dosls dada, se realicen las
pruebas necesarias para detectar sl todavia hay
presencla de hongos, bacterlas o nemétodos
con esa dosls.
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3. Tiempo de aplicaclon

La apiicacion del bromuro de metilo dura 72
horas. Al término de éstas, descubrir la poza y
dejar ventilar el sustrato removiéndolo durante
72 horas adiclonales. Después de transcurrido
ests tlempo, el sustrato puede ser utilizado.
Como precaucién para asegurar aue no
queden residuos téxicos, colocar un poco de
sustrato en una maceta y transplantar una
plantula de lechuga; si ésta no sufre al-
teraciones, entonces no existen residuos
toxicos.

4. Alternativas para sellar la poza

Como alternativa para sellar la poza, en lugar
de hacer la canaleta, colocar 10 pernos repar-
tidos en e! borde superior de la poza y hacer el
bastidor y la cublerta de la figura 4.

Cublerta do madera
Haripnes para oo
sujotar la tapa G
con e] perno de -
rarlaje ) ?
Bart ldor
l a9
%7
4 f
Ferno de
H anclajo
; |
Figura 4.

Esta cubierta es un bastidor de madera, con-
traplacado con triplay de 4 mm (G). Para el
bastidor utllizar listones de 3/4 de pulgada, lo
que da un espesor final aproximadode 2 cm (1"
en bruto = aproximado 3/4" cepillado).
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En la cublerta, perforar orificios cerca del
borde que coincidan con las medidas de los 10
pernos de anclaje.

Entre la cublerta de madera y la poza, colocar
un empagque de jebe o lona para sellar, el cual
tendra 10 huecos por donde pasan los pernos.

Sellar la poza asegurando dicha cubierta con
las respectivas tuercas de marlposa en los per-
nos.

5. Alternativas para la aplicacion

Las alternativas para aplicar el bromuro de
metilo se muestran en las figuras 5 y 6.

a) Gas bajo presion

Construir la poza de desinfestaciéon del
sustrato (figura 5, H). Colocar el tubo de
aplicacion en la pared, y conectarlo mediante
una manguera al cllindro grande de bromuro de
metilo de 92 kg (200 Ib). Interiormente, conectar
el tubo de aplicacién a un tubo de plastico que
presentaalolargo varias perforaciones equidis-
tantes. Colocar este tubo en el fondo de la poza
para permitir una distribuclién uniforme del gas,
el cual fluye debido a la presidn puesto que se
halla comprimido en el bal6n. Antes de la
aplicacién, hacer los orificios en el sustrato
himedo, como se explico anteriormente,

El gas tiende a subir rapidamente para luego
descender por los diferentes orlficios del
sustrato ya que el bromuro de metilo es imas
pesado que ol aire. Notar que la cubierta de la
poza puede ser de plastico o madera. Cuando
se utilice el balbn grande de gas, se puede
colocar sobre una bascula para determinar, por
diferencia de peso, la cantidad de producto
aplicado, referido al volumen de suelo por
desinfectar.

b) Gas en envase pequeiio

La poza de desinfestacion tiene las mismas
caracteristicas anteriores (figura 5, I). Cuando
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se utiliza el envase de 460 g (1 Ib) aplicar el gas
mediante el aplicador conectado al tubo que
atraviesa la pared. El gas se descarga directa-
mente sobre la superficie dal sustrato y lusgo
desclende po: los orificlos que se han prac-
ticado en el sustrato, esparciéndose por todala
poza.

¢) Sin tubos aplicadores

St no se dispone del tubo aplicador para los
envases de 460 ¢ (1 Ib) ni de balones grandes
de 92 Kg (200 Ib), realizar la aplicacién en una
poza con las mismas caracteristicas anteriores,
y con cubierta de pléstico (figura 6, J). Tomar
una base de madera con un clavo pasante;
colocar ésta encima de la lata pequeiia de 460
g (1 Ib) de capacidad, luego sellar la poza con
el plastico y hacer presiénenla base de madera
que tiene el clavo; asf se perfora la latg, dejando
escapar el gas, el cual se movilizara a través de
los orificlos en el sustrato como en los casos
anteriores.

d) Sin poza de aplicacién

Sino se dispone de la poza (figura 6, K) ni del
aplicador, depositar la mezcla por desinfestar
sobre un plésticoy colocar encimia el envase de
bromuro de metilo de 460 g (1 Ib). Sobre el
envase colocar la base de madera con el clavo
pasante. Cubrir todo con otro plastico y sellar
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alrededor con arena o suelo hiimedo. Presionar
la base de madera con el clavo para agujerear
la lata y dejar escapar el gas, el cual se difunde
en el sustrato.

Figura 6.

DESINFECCION POR EL METODO DE L4
SOLARIZACION

La erradicacién de patdgenos del suelo se
logra mediante el empleo de medios flsicos
come el calor seco, vapor, agua calients,
radiacién solar y bajas temperaturas. la
solarizaclién implica e! usc de la radiacién solar
como un agente letal para el control de plagas
y enfermedades mediante el uso de polietileno
transparente colocado sobre el sustrato y la
exposicién a la luz del sol.

Con la solarizaclén es posible eliminar hon-
gos, nematodos y otros patégenos, asf como
semlilas de malezas presentes en el sustrato.
Ademds, este método permite el uso com-
plementario de fungicidas, nematicidas, etc., en
dosis que pueden ser mucho menores que las
recomendadas.

El sustrato a desinfectar es un a mezcla de
musgo, suelo y arena en proporciones 2:1:1,
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respectivamente, con un contenido de
humedad equivalente a la capacidad de campo.

Esta practica se realiza fuera de los inver-
naderos en un patio o terreno, exponlendo el
sustrato a los rayos solares. Se utiliza plastico
transparente de un espesor comprendido entre
0,05 y 0,50 mm, recomendéandose el de mayor
grosor por su durabllidad y porque ademds
conserva mejor la temperatura. El plastico
transparente deja pasar los rayos solares,
eliminando el efecto refractarlo, captandose de
esa manera toda radlacién con la consecuente
acumulacion de mayor temperatura en la horas
de mayor Insolacién.

La desinfeccién se basa en un proceso fisico,
alternado altas y bajas temperaturas. la
humedad del sustrato juega un papel impor-
tante debldo a que en las horas de mayor
temperatura produce vapor, y en las de menor
temperatura (durante la noche), se condensa,
produciéndose un proceso de pasteurizacion
continua durante el tlempo que dure el
tratamiento. estas fluctuaciones de
temperatura entre el dfa y la noche, rompen
facilmente el ciclo biolégico de los
fitopatégenos presentes en el sustrato.

1. Secuencia del afmado de la cAmara

Utilizar plastico de 1,50 m de ancho por la
longitud desesda y de acuerdo a la dis-
ponibilidad de espacio. Este plastico se coloca
sobre la superficle del suelo, patio o terreno,
como base. A los lados y a los extremos,
colocar maderas de 1" x 8"x 10" como se indica
enla figura 7, sostenidas por ladrillos que sirven
para formar una especie de cama donde se
colocara el sustrato en forma de colch6n para
someterlo al proceso Jde solarizacion, Los lados
Ay B deben se construidos igual que Cy D.

Vaclar el sustrato sobre el plastico hasta
cubrir una altura de 20 a 30 cm como se
muestra en la figura 8. Luego, con la ayuda de
un rastrillo, extenderlo uniformemente en toda
la superficle preparada.

Febraro, 1993

1sr pldetico
transparante

Figura 7.

Sustrato formado
por los lados A y B

Flgura 8.

Agregar agua hasta llegar a la capacidad nor-
mal de campo, formar el colch6n doblando las
partes terminales de los cuatro lados. Final-
mente, el colchén debe tener un ancho
aproximado de 1 m (figura 9). después de for-
mado el colchén, retirar fos ladrillos y maderas
que sirvieron para darle forma.

Colocar un segundo plastico, de las mismas
dimensiones que el de la base, para cubrir la
parte superior. Los extremos deben sobresalir
para facllitar el sellado hermético con arena por
todo el contorno. Colocar también un
termémetro para medir la temperatura que
alcanzara el sustrato durante el proceso de
solarizacién (figura 10). Esto permitira conocer
en qué momento se llega a la maxima
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temperatura en relacién a la incidencla de los
rayos solares.

Pldstico
transparente

Sustrato por
desinfoctar

Figura 9.

240 pléstico
1or pléstico

Figura 10.

Inmediatamente después del sellado, colocar
los arcos, que pueden ser de madera o pléstico
fijados al piso a través de estacas de madera o
hierro.

El arco (figura 11) puede ser:

o devarillas de plastico o hierro con estaca
de madera (A),

e de bambu verde amarrado a una estaca
de madera (B),

¢ de rama verde de un arbol amarrado a
una estaca de madera (C),

e de plastico para cables de electricidad
colocado sobre una estaca de hlerro (D),
Y

e de cualquier material amarrado a una es-
teca de hierro (E).

Febrero, 1993

Figura 11.

Los arcos ge colocan a lo largo del colchdn
de sustrato, a 1 m de distancla entre sf. La
distancia en la base de los arcos es de
aproximadamente 1,40 m, dependiendc del
anchao del colch6n colocado en el Interior. Man-
tener una distancia de méas de 20 cm a ambos
lados (figura 12).

Junts de dos plistioos

Figura 12.
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Colocar sobre lcs arces un tarcer plastico,
que cubra todo el sistema. Sl éste no tiene el
ancho suficiente, junte dos plasticos por los
bordes en toda su longitud. Utilizar varillas de
madera de 1 em por 2 cm por la longitud reque-
rida, colocando una en la parte superior y otra
en la parte inferior, y entre ellas los dos bordes
por juntar. Asegurar con clavos de 3/4" delongl-
tud. Finalmerite, el plastico se coloca sobre los
arcos dispuestes transversalmente, quedando
la unién en la parte central (figura 13).

lor pldstico

2do pldetico

Haderas do 1 x 2 x largo disponible

Figura 13.

Cubrir con arena los bordes laterales que se
encuentran en contacto con el piso. Quedando
asf toda la cdmara herméticamente sellada
(figura 14).

2. Alternativas para la aplicacion del
tratamiento de solarizacién

Para colocar el sustrato, utilizar mangas o
tubos transparentes de polietileno. Pueden
fabricarse sellando el borde con la ayuda de
dos maderitas y clavos o simplemente doblan-
do las entradas del tubo (figura 15).

VYoufdonsls do lou repes salores

Bollade 60 1a hulsa ave werillee
do wadare o arema

Figura 15

Las bolsas con el sustrato asf preparadas se
pueden utilizar sin cubridas conlos arcos nicon
un plastico adicional. En este caso, los ensayos
demostraron que la temperatura del sustrato
alcanz6 de 45 a 550C durante las horas en que
los rayos solares incidieron en forma perpen-
dicu'ar (méxima radiacion).

Sin embargo, colocandolas debajo de los
arcos y con una capa mas de plastico (figura
16), la temperatura alcanzada fue de 60 a 700C,
registtdndose una temperatura méaxima de
74°C para las condiciones de La Molina, Lima.

Rstaca de wadera o fierro

Figura 14.

Febrero, 1993

Figura 16,
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3. Duracién del tratamiento

La solarizacion debe tener una duracién com-
prendida entre 4 y 6 semanas. Se recomienda
ensayar la técnica para determinar la duraclén
del tratamiento en las diferentes zonas donde
se vaya a utilizar.

Dependiendo de las horas de insolacién y de
la intensidad de la radlacién solar, puede ob-
tenerse, en un menor nimero de dfas, un
sustrato altamente desinfestado.

4. Rango de eliminacién de plagas y
enfermedades agricolas presentes en el
sustrato.

El sustrato contiene un amplio rango de
microorganismos patégenos, nematodos e in-
sectos que afectan generalmente alas ralces y
al cuello de las plantas produciéndose dentro
de los Invernaderos pérdidas considerables en
las camas de produccién,

a) Hongos

La solarizaci6n logra reducir las poblaciones
de varias especies de hongos que se en-
cuentran presentes en el sustrato de siembra,
como Verticlilium dahiiae, Pythium sp., Rhizoc-
tonia solani y Thielaviopsis basicola.

b) Bacterlas

Con este método se eliminan también gran
parte de bacterlas que afectan el crecimiento
de las plantas de papa. Algunos investigadores
han encontrado que los suelos tratacios con
solarizacion presentaron en un medio de FDA
(papa-agar-dextrosa), un menc® nimern de
colonias bacterianas y fungosas, confirmando
asf la efectividad de este tratamiento.

c) Nematodos

La solarizaclén elimina los nematodos con-
tenidos en los sustratos tratados. Melo/dogyne

Febrero, 1993

incognita es eliminado eficazmente. Las
poblaciones de Globodera spp., Pratylenchus,
Paratrichodorus, Criconemella, Xiphinema y
Pratylenchus spp. se reducen entre un 42 y
100%.

d) Insecios

Clertas larvas y pupas de algunos insectos
que atacan la papa y que se encuentran en e}
sustrato pueden ser eliminadas.

5. Otros efectos de la solarizacién
a) Disponibilidad de nutrientes

Los sustratos tratados con solarizacién
muestran clerto Incremento en el contenldo de
materla orgénica y minerales. El radical NO3™ se
Incrementa, asf como otros lones coma NH4 ¥,
K*, catt Mgttycr.

El sustrato es preparado normalmente en
base a una mezcla de musgo, arena y suelo,
esto es, tiene un alto contenido de materia
organica. Sometido a un proceso de
variaclones de temperatura y humedad, se
acelera el proceso de mineralizacién de la
materia organica.

Sin embargo, en clerta etapa de desarrollo de
la planta se pueden presentar sintomas de
deficiencla de elementos menores, posible-
mente por efecto de la destruccidn de la flora
benéfica del suelo. Estas deficlenclas se cor-
rigen con la aplicacién de abonos follares
quelatizados.

b) Semillas de malezas
Las semillas y las partes vegetativas de
propagacln, como los rizomas y butbos de las

malezas que ae encuentran en los sustratos de
slembra, sc ellminados hasta en un 100%.

Se ha romprobado la eficacia que tienen las
altas temperaturas logradas con la solarizacién

Deteccién/Plantas Indicadoras 3.2.2-pag.8



Centro internacional de la Papa (CIP)

para destruir estas formas de propagacion en
los sustratos para la produccién de semilla
basica de papa en los invernaderos y para la
produccién de plantas indicadoras de virus.

Modificado de:

AGUILAR, J. y C. VITORELLI. 1987. Desin-
feste ol substrato de siembra con bromuro de

metilo para producir "semilla basica” de papa
en invernaderos. INIPA/COTESU, Centro Inter-
naclonal de la Papa (CIP), Lima, Perd.

AGUILAR, J. et al. 1989. Desinfeste el sub-
strato de slembra por el método de la
solarizacién. INIAA/COTESU/CIP, Centro Inter-
nacional de la Papa (CiP), Lima, Perd.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales impresos de estudio para

onstitulda por una serle de fasclculos susceptibles a ser actualizados.

F;s profesionales involucrados en actividades de capacitacién desarroiladas por el CIP y est4

Febrero, 1993
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA_

3.2 DETECCION/ Plantas Indicadoras

Fasciculo 3.2.3 Inoculacién de Plantas Indicadoras
para la Deteccion de Virus de Plantas

1. inoculaclén mecénica

Con excepclén de algunos virus, como el
virus del enrollamiento de la hoja de papa
(PLRV) y "Solanum apical leafcurl virus"
(SALCV), la mayorfa de los virus de papa
pueden ser transmitldos por Inoculacién
mecéanica.

a) Materlales:

montero y pilon estériles

plantas indicadoras

polvo de carborundum (600 mesh)

hisopos de algodén estériles

2 a 3 g aproximadamente del material

vegetal que va a ser probado (hojas

j6venes, pétalos, tubérculos, ralces)

e solucidnamortiguadorafosfato0,01M pH
8,0

e atomizador con agua destilada

Preparar las sigulentes soluclones en agua
destilada:

Solucion A:
NaH2P04.H20 27,6 g
Soluci6n B:
NazHPO4.7H20 53,65 g/l
6 Naz2HPO4.12H20 71,649
Febrero, 1993

Mezclar 2,65 mide la solucién Ay 47,35 ml de
la solucién B y llevar a un volumen final de 100
m! con agua destilada.

b) Procedimiento:

Lavarse las manos con jabon. Identificar cada
planta indicadora indicando fecha, origen de la
muestra y cualquier otra informacién per-
tinente. Espolvorear ias hojas de las plantas
indicadoras con Carborundum (figs. 1 y 2}.
Macerar en el mortero el tejido vegstal que va
a ser probado con 2 ml de solucién amor-
tiguadora (fig. 3).

Humedecer un hisopo de algodén 6 la punta
de un dedo con la savia e inocular todas las
hojas de la planta Indicadora (figs. 4 y 5).
Realizar cada pasada del hisopo o dedo co-
menzando en el peciolo y hasta la punta de
hoja. Sostener la hoja utilizando una toalla de
papel. Evitar una presién excesiva.

Inocular un "grupo control" de plantas in-
dicadoras con solucién amortiguadora pura.

Inmediatamente después de la inoculacién,
lavar suavemente la savia de las hojas ino-
culadas utilizando el atomizador con agua des-
titada (fig. 6). Colocar las plantas en el
invernadero.

Es recomendable cubrir las plantas con
papel perlédico una vez que hayan sido tras-
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ladadas al invernadero hasta el dfa siguiente.
Esto ayuda a mantener la humedad sobre las
hojas durante un tiempo més prolongado.
Probablemente la oscuridad también tenga un
efecto beneficloso.

Retirar todo el materlal utilizado, limplar la
mesa, Y lavarse las manos antes de proceder
con la sigulente prueba.

2. Injertos

Todos los virus de papa, incluyendo los que
no pueden ser transmitidos por inoculacion
mecénica, pueden ser facilmente inoculados a
plantas indicadoras utilizando injertos. Sin em-
bargo, la planta donante y la hospedera
reciplente tienen que ser compatibles y el virus
debe Infectar sistémicamente a la planta In-
dicadora.

a) Materiales:

o cuchilla delgada, hoja de afaitar o bisturf

e rafla flexibilizada en agua o tiras de

parafimde 1 x3 cm

e ostacas de madera para sostener a las

plantas

e bolsas de plastico (ligeramente mas

grandes que las plantas que van a ser
injertadas)

o plantas indicadoras "porta-injerto" (las

plantas Indicadoras utilizadas para el in-
Jerto dehen ser mé&s maduras que las
plantas utilizadas en la inoculacién
mecénica; los tallos de las indicadoras
deben ser fuertes y suficientemente
gruesos para sostener el injerto)

e materlal vegetal que va a ser probado

("pua’)

[

Existen varios procedimlentos para realizar
Injertos. Para la detecclén de virus de papa, los
més cominmente utilizados son: injerto delado
e injerto de aproximacion.

b) Injerto de lado:

Febrero, 1993

El injerto de lado requlere que la planta
donante y la planta recipiente sean muy com-
patibles.

De la planta indicadora (porta-injerto) retirar
la mayorfa de las hojas madura. Sies necesario,
sostener la planta con una estaca. Realizar una
inclsién oblicua de 0,5 a 1 cm de profundidad
hacla abajo en el tallo (figs. 7 y 8).

Del hospedero donante (pua) seleccionar un
éplce joven con una o dos hojas. Tallar la base
de la pta en forma de cuiiade 0,5 a 1 cm largo

(fig. 9).

Insertar la pGa en la incision del porta-injerto
y aseguraria con rafia o parafilm (figs. 10y 11).
Cubrir la planta injertada con una bolsa de
plastico himeda (fig. 12). Colocar la planta en
un lugar sombreado y fresco.

Revisar la planta diarlamente para asegurar
que la bolsa de pléstico esté himeda. Después
de 3 a4 dfas, retirar la bolsa y transferir la planta
al invernadero.

En este tipo de injerto se puede utilizar apices
de tallos y hojas, o piezas de tubérculo como
pua.

c) Injerto de aproximacién

Tanto los porta-injertos como las plas se
mantlenen por sf mismos mediante su propio
sistema de raices. Este tipo de injerto es muy
(til cuando las plantas no son compatibles por
injerto de lado.

Enla planta donante, realizar un corte oblicuo
de 1 cm de profundidad hacia abajo en el tallo,
aproximadamente a 4 6 5 cm sobre el nivel del
suelo.

En la planta recipiente, y a la misma altura,
realizar un corte hacla arriba en el tallo. El tallo
debe tener un espesor similar al de la planta
donante (fig. 13).
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Insertar la pua en el portzi-injerto y asegurarla
con rafia o parafiim (figs. 14 y 15). Sostener las
plantas con una estaca.

3. Transmisi6n por vectores

Los afidos son los vectores m4s importantes
de virus de papa. Los virus transmitidos por
éfidos pueden ser divididos en dos grupos: no
persistentes y persistentes.

Los virus no persistentes son adquiridos por
el 4fido después de algunos segundos de
alimentacién en una planta infectada. Pueden
ser transmitidos a una planta sana en pocos
segundos (por ejemplo, PVY).

Los virus persistentes son adquiridos por el
afido después de 20 a 30 minutos de
allmentaclén. Generalmente, tienen un perfodo
de latencla que varfa de horas a dfas en ef &fido
antes de que puedan ser transmitidos a una
planta sana. Su transmislén requiere de un
perfodo de alimentacion igualmente largo (por
ejemplo, PLRV).

Si se necesitan 4fidos vectores regularmente,
se deben mantener colonias puras de los mis-
mos. Para al mantenimiento de los &fidos se
necesitan Jaulas entomolégicas de 40 x 40 x 60
cm que cons!sten en marcos de madera cubler-
tos con una malla a prueba de &fidos (0,3 mm;
fig. 16). Las jaulas pueden también ser de
acrflico transparente (40 x 25 x 25 cm; fig. 17).
Las planchas de acrflico que forman los lados
de la jaula deben tener agujeros grandes
cublertos con malla de nylon. Este tipo de jaula
generalmente no tiene base ya que se coloca
sobre bandsjas de pléstico o aluminio llenas de
arena de cuarzo. Las plantas deben ser regadas
en las Jaulas humedeciendo la arena.

El afido vector mas importante de virus de
papa es Myzus persicae. Se utiliza una lupa 10x
para Identificario.

Myzus persicae generalmente coloniza las
hojas Inferlores maduras de la planta de papa.
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El colordelos &fidos varfa de verde a melocotén
y, algunas veces, son transltcidos. El abdomen
es ovalado (con forma de huevo) y su ancho es
casl igual a la distancia que existe entre el térax
y la base de los sifones. La cabeza tiene
tubérculos antenales prominentes dirigidos
hacla adentro. Las formas aladas tlenen una
mancha negra distintiva en el abdomen.

a) Mantenimiento de colonlas de &fidos libres
da virus:

Debido a que los adultos virulfferos no trans-
miten virus de papa a su progenie, se pueden
establecer faclimente colonlas libres de virus.

Tomar una hoja pequeiia de una plantade col
china Joven y sana (Brassica pekinensis) y
cubrir el extremo del peciolo con algodén
humedeclido. Asegurar el algod6n con parafilm.

Colocar la hoja en una placa petri de pl4stico
(14 cm de didmetro). Abrir un agujero,
preferiblemente en la tapa, y cubrido con ura
malla a prueba de &fidos. Revisar la hoja dlaria-
mente y humedecer el algodén cor, agua des-
tilada utiizando una jeringa.

Colectar una hoja de papa en el campo que
tenga éfidos alados. Si no hay adultos alados,
utilizar adultos dpteros.

Perturbar a los éfidos tocando el abdomen
con un pincel de pelo de camello himedo N° 0.
Cuando los &fidos retiren su estilete y comien-
cen a moverse, transferifios & la hoja de col
china. Cerrar la placa petri.

Observar la hoja diarlamente con la ayuda de
una lupa para detectar la aparicién de nuevos
afidos. Transferlr las ninfas a una planta de col
china sana y colocar la planta en una jaula.

Después de 3 6 4 semanas, dependiendo de
la temperatura, la planta de col china se
encontrara llena de 4fidos no viruliferos (sanos).

La iluminacién continua no sélo evita la

produccién de 4fidos alados, sino que también
Inhibe el buen crecimiento de la planta. Una
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iluminacién de 16 horas favorece el crecimiento
de las plantas y reduce la aparicién de &fidos
alados.

b) Problemas frecuentes:

Los Insectos paréasitos de &fidos pueden ser
controlados mediante insacticidas especfficos;
sin embargo, los Insecticidas afectan el vigorde
los afides. En este caso, la prevencién as lo
mejor. Revisar las colonlas regularmente para
detectar la aparicion de parésitos. Sl es posible,
utilizar una red doble en las jaulas y mantener
dos colonlas al mismo tlempo, de esta forma, si
en un2 de las colonlas aparecen parésitos,
todavia es posible utilizar Ia otra (fig. 18).

Los hongos parasitos pueden producir
problemas cuando la humedad dentro de la
jaula es alta. Regar las plantas cuidadosamente
(fig. 19).

La excrecién azucarada (*honeydew") produ-
cida por los afidos promueve el crecimiento de
hongos saproéfitos. El ennegrecimiento de la
superficle de las hojas es una Indicaclén de que
la colonla debe ser renovada.

Los acaros son mas diffciles de controlar.
Aunque los &caros no atacan a los afidos, la
poblacién tlende a declinar. Comenzar una
nueva colonla después de haber dasinfectado
las Jaulas y mesas con un acaricida aproplado
(fig. 20).

¢) Inoculacl6én de plantas indicadoras:

Los mismos materiales y procedimientos,
con varlacicnes minimas, pueden ser utilizados
para transmitir virus no persistentes y persisten-
tes.

Los materlales necesarios son los sigulentes:

e éfidos no virulfferos 4pteros (una hoja de
la colonia de &fidos)

e placa petri de 14 cm de didmetro

e plantas Indicadoras jévenes

Febrero, 1993

e Pincel de pelo de camello N°0 6 cualquler
otro pincel de pelo fino

e reciplente con agua destllada

o plezas pequeias de papel filtro

e hoja o planta hospedera que va a ser
probada

e jaulas de plastico (250 - 500 cm3 de
capacidad) con un agujero cublerto con
una malla a prueba de &fidos

Perturbar a los éfidos en la hoja de col china
con &l pincel de pelo de camelio humedecido o
resplrando sobre ellos. Transfetirlos &fidos a un
papel fiitro himedo dentro de una placa petri.
Cerrar la placa petri y la manteneria durante 1
hora en un lugar sombreado y fresco (ayuno).

Colocar una hoja de Ia planta que va a ser
probada en otra placa petrly transferirlos afidos
a ella. Asegurar que los &fidos se alimenten en
la tioja. En el caso de los virus no persistentes,
permitirla alimentaclén de los afidos durante 20
minutos y en el caso delos persistentes durante
24 a 48 horas. Para ptevenir el desecamlento
de la hoja (que ocurre en 24 horas), utilizar
algodén himedo en la base del peciolo.

Transferir por lo menos cinco éfidos a cada
planta indicadora. Cubrir fa planta con una Jaula
de plastico. En el caso de los virus no persis-
tentes, permitir su alimentacion durante 15
minutos y en el caso de los virus persistentes
durante 24 a 48 horas.

Matar alos afidos con un Insecticida y colocar
las plantas Indicadoras Inoculadas en el inver-
nadero para el desarrollo y la observacién de
los sintomas.

En todo experimento de transmisién de
afidos, utilizar el control apropiado para distin-
gulr los sintomas virales de los sintomas
provocados por otros factores. Alimentar un
grupo de afidos en plantas sanas y transferilos
a plantas Indicadoras.
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4. Desarrolio de los sintomas

Las plantas Inoculadas deben ser observadas
dlarlamente para observar el desarrollo de los
sintomas. La mayorfa de los virus de papa
producen sintomas claros con temperaturas
frlas.

La velocidad de la aparicién ds los sintomas
depende de la temperatura, la luz y ¢l virus
involucrado.

Los sintomas pueden ser divididos en dos
grupos:
e Sintomas locales. Se restringen al sitio de
Inoculacién (fig. 21).
e Sintomas sistémicos. Aparecen en hojas
no inoculadas (fig. 22).

Clertos virus de papa producen solamente
sintomas locales en algunas Indicadoras,
mientras que otros pueden producir tanto
sintomas locales como sistémiccs (ver cuadro).

Se recomienda mantener un alslamiento del
virus puro para estudios futuros y como control
positivo para las pruebas serolégicas.

Las plantas de campo normalmente se en-
cuentran infectadas con més de un virus. Seguir
las Ind!caclones dadas en la tltima p&gina para
separar los virus y obtener aislamientos puros.

Fuente: modificado de"Use of Indicator Plants
for Detection of Potato Viruses" CIP research
guide 21, Centro Internacional dela Papa, Lima,
Per(1. 1989.

Planta Indicadora PVYo APMV PVS APLV PVXc PVXhb PLRV
Nicotlana tabacum

"White Burley" -/mos -I- -/- -/- crsivnmos  crs/mos,vn /-

N. tabacum "Samsun" cs/mos /- /- -/ cs/mos crs/crs,vn /-

N. glutinosa -/mos,ld -/mos - -/mos cr,nsfvn,id csfld,mos -/-

N. debneyl cs/mosld /- -/mos -/mos nrs/vn,mos  nrsfvn -/-

N. occidentalls nsfvn,ld csivy,ld /- cs/mos  cs,nsivnld  nsfvnid -/-

N. benthamiana cs/mosld  cs/mosid  -/mos -/mos nrs/mos,!d  crs/mosid -/

N. bigelovii -/mos -/mos,|d -/- -/mos,vn  cs,ns/vn cs/mos,vn /-

N. xanthl cs/nlp,mot -/ -/ /- crsfvn crs/crs,mos /-
Chenopodlum quinoa cs/- -/- csfl cs/- cs,ns/- cs,nsfid -/

C. amaranticolor cs/- /- csfid cs/- cs,ns/- cs,ns/id -I-

C. murale cs/- /- nsi -/mos cs,ns/- cs,ns/- -/-
Datura metel -/rmos -/- /- -/ ns/mos ns/mos,id -/

D. stramonium -/- -/- -/- -f- cs,ns/vnld  cs/mos,vn,ld -five
Gomphrena globosa  -/- -/- /- -/ ns/- ns/- mot/id
Lycopersicon

esculentum "Rutgers" -/mos -/- -/- /- csfvn,d cs/vb,mos,vn |

Sintomas locales y sistémicos causados por virus de papa en algunas plantas Indicadoras seleccionadas. mot:
moteado; nip: patrén de lineas necréticas; vy: amarillamiento de venas; crs: anillos cloréticos: vb: bandeamiento
de venas; !: infeccidn latente; mos: mosalco; cs: menchas cloréticas; ns: manchas necréticas; vn: necrosls de
venas; Id: deformacién de hojas; Ivc: clorosls Intervenal.
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A(P)

PLRV + PVX

Physalls floridana Nicotiana glutinosa
PLRV PVX

Separacién de PLRV y PVX a partir de una planta Infectada con ambos virus. A(P): éfidos
(persistents); S: inoculacién mecénica.

S PVY + PLRV
A(P)
Nicotinana debneyi
Datura stramonium
Nicotiana benthamlana PLRV
PVY A(NP)

Separacion de PVY y PLRV a partir de una planta infectada con ambos virus. A(P): é&fidos
(persistente); S: Inoculacién mecanica; A(NP): afidos (no persistente).

S A(P)
PVX + PVS + PLRV

(4]

Datura stramonium Physalis floridana

Chenopodium murale

PVX PLRV
PVvS

Separacién de PVX, PVS y PLRV a partir de una planta infectada con los tres virus. A(P): éfidos
(persistente); S: Inoculaclén mecanica.
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.3 DETECCION /Serologia

Fasciculo 3.3.1 Introduccién a la Serologia

INTRODUCCION

Las caracteristicas morfolégicas de especies
de plantas y animales son factores que las
clenclas naturales descriptivas utilizan como
criterio para una clasificaclén. Pero desde que
la serologla desarrollé6 como disciplina ha sido
posible esclarecer las diferencias entre los
seres vivientcs en base a consideraciones
quimicas que determinan variaclones en sus
estructuras. Se llegaron a estas consi-
deraciones de manera Indirecta y no como
resultado de estudios hechos en base a la
simple observacién.

La idea de especificidad se origina en el co-
nocimiento que después de la recuperacién de
una enfermedad Infecclosa existe una clerta
resistencia a esta enfermedad en particular (in-
munidad), hecho del cual se bas6 Jenner para
la aplicaclén préctica de su primera vacuna.

La bdsqueda de una explicacién para este
fendmeno permiti6 el descubrimlento de un
grupo pecullar de sustancias en el suero
sanguineo que fueron llamadas anticuerpos.
Algunos anticuerpos protegfan al organismo de
agentes Infecclosos (bacterias y virus) o
neutralizaban toxinas.

Estas sustancias, ahora definitivamente
reconocidas como globulinas modificadas, se
forman no solamente como resultado de una
infeccion, sino tamblén como consecuencla de
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la administraclon de clertas sustanclas
peligrosas de gran peso molecular (toxinas de
bacterlas, animales y plantas superlores) o de
bacterlas muertas.

Una de las Iineas de investigacién en
serologfa y que determina una separaciénde la
pregunta original acerca de la resistencla (in-
munidad) a enfermedades, comienza con el
descubrimiento de que la inmunizacién
causada por bacterias y toxinas es sélo parte
del principlo general y que el mismo mecanis-
mo entra en juego cuando materiales In6cuos,
tales como células o protelnas derivadas de
especles ajenas, son Inoculadas en animales.
En este caso ocurre la aparicién de anticuerpos
en el suero que causan la aglomeraclén,
destrucclon de células o precipitacién de estas
protelnas.

Todos los Inmuno-anticuerpos tlenen en
comun la propledad de ser especfficos, esto
significa, literalmente, que reaccionan sélo con
un antigeno (el que fue utilizado para la
Inmunizacién). Los antfgenos pueden ser
protelnas, células sangulneas de una especle
diferente , bacterlas o virus.

El desarrollo de las cienclas biolégicas ha
permitido que en la actualidad se utilicen
técnicas bloquimicas e inmunolégicas en el
diagnéstico de diversos males que afectan al
mundo contemporénec, que por ser de mayor
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especificidad, precision y eficiencia han
logrado desplazar a los métodos conven-
cionales.

HISTORIA

Edward Jenner (1749-1823) est4 considerado
como el plonero en el uso de vacunas para
prevenir enfarmedades infecciosas.

Louls Pasteur (1822-1895) estudié diversos
meétodos para atenuar la virulencla de los
patégenos, en base a los cuales se desarro-
llaron las vacunas.

H. Bence-Jones (1847) descubrié en la orina
de pacientes con mieloma mdiitiple una protefna
anormal. La protelna, producida en exceso, era
un dimero de cadenas ligeras L .

Paul Ehrlich (1854-1915) descubri6 que los
anticuerpos se sintetizan en respuesta a la
presencia de antigenos y que la inmunidad
puede ser transferida de madres a hijos.

George Nuttall (1888) descubri6 la propledad
bactericida de la sangre.

Gruber y Durham (1896) demostraron la
primera reacci6n serolégica de aglutinacién del
vibrion del célera con su respectivo antisuero.

Albert Coons (1942) desarrollé métodos
histogufmicos para la deteccién de patGgenos
utilizando anticuerpos filuorescentes.

0.Ouchterlony, J.Ondin y S.Elek (1946-1948)
describleronlas pruebas de difusién en gel para
la deteccién y estudio del virus.

P.Grabar y C.Williams (1953) desarrollaron la
técnica de la iInmuno-electroforesis.

Alick Isaacs (1957) produccién del interferén.

Solomon Berson y Rosalyn Yaliw (1959-1960)
desarrollaron la radioinmunologfa.
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Rodney Porter (1962) propuso un modelo
bésico de cuatro cadenas para la estructura de
las moléculas de inmunoglobulina.

G. Edelman et al. (1968) pudieron establecer
la secuencia aminoacidica completa de un an-
ticuerpo IgG partiendo ds fa sangre de un pa-
clente con mieloma mdiltiple.

A. Voller et al. (1976) reportaron la primera
detecci6n detres virus de plantas por la prueba
de conjugados enziméticos (ELISA).

George Kohler y Cesar Miltstein (1981) desa-
rrollaron la técnica de produccién de anticuer-
pos monoclonales.

INMUNOQUIMICA

Losleucocitos o giébulos blancos son células
sangulneas que tienen como funcién la defensa
del organismo. Existen diferentes tipos de
leucocitos, entre los més representativos se
encuentran los sigulentes:

Monocitos: miden de 15 a 18 um y repre-
sentan del 0 al 8% del total de leucocitos. Son
los llamados macréfagos y se encargan de
fagocitar grandes moléculas.

Linfocitos: miden de 8 a 9 um y representan
entre el 30 y el 35 %. Intervienen en las
reaciones de antigeno-anticuerpo.

Eosindfilos: miden de 12 a 13 um y repre-
sentan del 0 al 8 % de los componentes
sangulnecs. Intervienen en reacciones
antigeno-anticuerpo (sobre todo en alergias).

El sistema inmunolégico comprende dos
tipos de manifestaciones: inmunidad celular e
inmunidad humoral. El linfocito es la célula
primarla involucrada en este tipo de respuesta.
Se ha podido Identificar dos poblaciones distin-
tas de linfocitos: células T (Linfocitos T) y
células B (Linfocttos B).
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Linfocitos T: son responsables de la in-
munidad celular; esto es, reactividad cutanea
retardada, rechazo a Injertos, inmunidad an-
titumoral y defensa celular contra hongos y
agentes patdgenos intracelulares.

Linfocitos B: se desarrollan en la bolsa de
Fabricio en las aves, pero se cree que derivan
de la médula 6sea en los mamiferos. Son
responsables de la Inmunidad humoral que se
expresa en la producclén de protelnas
plasméticas especfficas circulantes llamadas
anticuerpos o inmunoglobulinas.

ANTIGENOS

Las sustancias que pueden inducir una
respuesta inmunoldgica (humoral, celular o
mixta de células T y B) cuando son inoculados
en un anlmal se denominan antigenos o
inmunégenos. La mayor parte de antigenos son
protefnas macremoleculares, pero también
pueden ser inmunogénicos, polisacaridos,
polipéptidos sintéticos, asl como otros
polimeros sintéticos.

Para que una molécula sea inmunogénica
debe cumplir con clertos requisitos:

a) Las moléculas deben ser extrafias al
hospedero.

b) Las moléculas de peso motecular mayor a
10,000 son débilmente inmunogénicas;
protelnas de peso molecular superior a 100,000
son inmunégenos mas potentes.

c) La molécula debe poseer un clerto grado
de complejidad para ser antigénica. La inmu-
nogenicidad crece con la complejidad estruc-
tural. Ademds, los aminodcidos arométicos
contribuyen més a la Inmunogenicidad que los
reslduos de aminoacidos no arométicos.

d) La capacidad de responder a un antigeno
varfa con la especle e incluso con la constitu-
cién genética del animal.

DETERMINANTES ANTIGENICOS

La produccion de inmunoglobulinas requlere
de la unlén del antigeno a la superficle del
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linfocito. Los sitios de combinacién sobre la
superficie del linfocito consisten en moléculas
semejantes a los anticuerpos llamadas recep-
tores de los antigenos. Sélo porciones restrin-
gidas de moléculas antigénicas estan
relaclonadas con los sitios de comblinacion
paralosanticuerpos. Estas dreas se aenominan
determinantes antigénicos y ellas determinan la
especificidad de las reacciones antigeno-an-
ticuerpo. Un determinante antigénico puede
comprender 86lo 6 6 7 aminodcidos del total de
una protefna, dicho en otras palabras, un virus
por eJemplo, induce la produccién de una
mezcla de anticuerpos que reaccionan con
varios de los determinantes antigénicos de las
particulas; es asl como podemos definir a los
antisueros que contlenen una mezcla de an-
ticuerpos como “antisueros policlonales". El
ndmero de determinantes antigénicos en una
sola molécula varfa con su tamafio y com-
plejidad.

HAPTENO

Es una molécula pequefia quimicamente
definida, la cual no puede Inducir la produccién
de anticuerpos especfficos contra ella. Sin em-
bargo, cuando se encuentra unida covalente-
mente a una molécula mayor puede actuar
como determinante antigénico e inducir la
sintesis de anticuerpos.

ADJUVANTES

Para incrementar la respuesta inmunolégica
se hace uso de sustancias denominadas
adyuvantes. Estas sustancias no sélo estimulan
la formaci6n de los anticuerpos, sino que los
conservan en forma de depésitos en el lugar de
fa Inyeccién para su lenta liberacin durante el
perlodo de sintesis de los anticuerpos, ya sea
por adsorcién a particulas sélidas, como por
incorporacién a una emulsién oleosa. Las sus-
tanclas mas utilizadas son: fosfato de calclo,
geles inorganicos, hidréxido de aluminio, ben-
tonita, albimina de suero metiolade y adyu-
vante incompleto de Freund. Este titimo es el
mas utilizado conantigenos virales. Consliste en
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una emulsién de 9 partes de aceite mineral
(lanclina) con una parte de detergente. Esto
permite la formacién de un emulsificado es-
table. Sl la mezcla ademés contiene células
muertas de Mycobacterium sp., se denomina
adyuvante completo de Freund.

ANTICUERPOS

Los anticuerpos son inmunoglobulinas
producidas por un organismo en respuestaala
invasién de compuestos fordneos tales como
proteinas, giucidos y polimeros de &cidos
nuclelcos. La molécula de antictierpo se asocla
de forma no covalente con la sustancia foranea
inicilando un proceso mediante el cual se
elimina la sustancia extrafia del organismo.

La molécula del anticuerpo estd formada
basicamente por cuatro cadenas polipeptidicas
que conforman la unidad baslica: dos cadenas
pesadas (H) idénticas (PM 53 000 a 75 000) y
dos cadenas ligeras (L) (PM 23 000) que se
encuentran unidas por puentes disulfuro. Exis-
ten dos reglones en la molécula del anticuerpo:
la fracclén comun (Fc) y la fraccién variable
(Fab):

a) Fc: esté constitulda por una porcién de
cadenas pesadas (PM 50 000).

b) Fab: esta fracclén dstermina la espe-
cificidad de los anticuerpos y esta constituida

por la otra porcién de las cadenas pesadas y
por las cadenas ligeras (PM 100 000).

Las Inmunoglobulinas compuestas de mas
de una unidad monomérica bésica son
llamados polimeros. En base a estudios
electroforéticos y de ultracentrifugaclén se ha
podido dividir a las Inmunoglobulinas en 5
grupos:

a) IgG : La fraccl6n principal de anticuerpos,
comprende al 80% de las Ihnmunoglobulinas. Su
peso molecular fluctda entre 150 000 - 160 000,
contiene de 2 a 4 % de carbohidratos y tiene la
movilidad electroforética mas baja de la in-
munoglobulinas. Es la Unica que es capaz de
atravesar placenta.

b) IgA : Tlene un peso molecular de 180,000
a 400 000. Diflere de la IgG en que tiene un
contenido superior de carbohidratos (5-10%).
La IgA se encuentra en altas concentraclones
en la sangre, en las secreciones como el
calostro, en la saliva, las lAgrimas y en las
secreclones de los bronqulos y del tubo diges-
tivo. La IgA no atraviesa la placenia.

c) IgM : Es la proteina mas grande y alin no
ha sido posible determinar su secuencla de
aminodcidos. Contlene 576 aminoécldos y
tlene un pesomolecular de 950 000. Es el primer
anticuerpo en ser sintetizado en un animal o ser

Propiedades de la inmunoglobutinas humanas (Harper H. 1980).

IgG IgA IgM igD IgE
Peso Molecular 150 000 160 000 900 000 180 000 190 000
Coeficlente de
sedimentacion 6-7 7 19 7-8 8
Concentracion en
el suero (mg %) 1000 200 120 3 0,05
Transferencla
Placentarla sl no no no no
Actividad reaginica  ? no no no sl
Lisls bacterlana + + ++ + ? ?
Actividad antiviral + + + + + ? ?
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humano recién nacido. Las células que
producen IgM se dividen en dos células hijas
que producen IgG. Las IgM pueden promover
la fagocitosis de microorganismos por los
macréfagos y leucocitos polimorfonucleares.
No atraviesan placenta.

d) igD: Ninguna actividad de anticuerpo es
atribuida a la IgD; su papel dentro de! esquema
general de las inmunoglobulinas es atn des-
conocido.

e) IgE: Est& presente en el suero en con-
centraciones muy bajas. Su peso molecular es
de 190 000. Cerca de la mitad de los paclentes
con enfermedades alérgicas presentan con-
centraclones elevadas de IgE.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales son anticuer-
pos especfficos a un sé6lo determinante antigé-
nico del antlgeno. Los anticuerpos
monoclonales son producidos por células
clenadas (hibridomas), resultantes de la unién
de un linfocito B, con una célula de mieloma
cancerigena. El linfoclto le confiere la capaci-
dad de producir anticuerpos y la célula del
mieloma la de multiplicarse indefinidamente.
Como tedas las células clonadas a partir de un
hibridoma provienen de s6lo un linfocito B,
éstas producirén anticuerpos especificos a sélo
un determinante antigénico.,

REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

La unién antigeno-anticuerpo es no covalente
e Irreversible, e Incluye puentes de hidrogeno,
fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas y coulombicas. La complemen-
tarledad quimica que se produce semeja a lo
Que ocurre con una llave y su cerradura.

El area de unién del antigeno con el anticuer-
po es de s6lo el 1% de la suparficie total de la
globulina y su especificidad depende de la
secuencla delos amino&cidos presentes en esa
raglén. El grado de asociacién del antigeno con
el anticuerpo depende de las caracterfsticas de
cada molécula y es determinado porla suma de
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los efectos de las Interacciones entre ellas.
Si la afinidad y la avidez son altos, las molécu-
las se uniran més répidamente y la disociaclén
sera muy lenta. El antisuero que da reacciones
de precipitac' 5n mas fuertes tiene mayor avidez
que otro que reacciona hasta la misma dilucién
mostrando reacciones pobres.

La afinidad del antisuero depende de:

a) La temperatura a la que se realiza la reac-
clon. A mayor temperatura se produce mayor
reacclén; sin embargo temperaturas mayores a
40°C producen la desnaturalizacién de la
protelna.

b) La concentraci6n de sales. El bajo con-
tenido de sales favorece la unién de reactantes.

c) El pH. Puede producir cambios en la
afinidad antigeno-anticuerpo.

d) La concentraclén de los reactantes parala
formaclén de precipitados.

PREPARACION DE ANTIGENOS VIRALES

1. Virus que infectan animales

pueden ser propagados en animales de
laboratorlo, huevos embrionzados o en cultivos
In vitro. La especie animal utllizada para la
producclén de antisueros debe ser filoge-
néticamente lo més alejada posible de la
especle que normalmente infecta el patégeno.
La preparacién viral debe contener una alta
concentracién de virus y éstos deben estar
libres de contaminantes del hospedero. Por
ejemplo, en el casode larabia es necesarlo usar
en las primeras Inmunizaciones al virus inac-
tivado.

2. Virus que Infectan plantas

pueden ser propagados /n vivo en las plantas
hospederas, que permiten la propagaci6n del
virus en sus tejidos, obteniéndose de esta
manera una concentracion alta de particulas.
La dificuitad de purificacion varfa en funcién al
virus y a las plantas usadas como hospederas.
En el caso de los virus cuya multiplicacién esta
clrcunscrita al floema, la concentracién que
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alcanzan enlos tejidos es baja y por lo tanto su
purificacién es dificultosa.

INMUNIZACION Y PRODUCCION DE
ANTICUERPOS

A. Inmunizacién

Los animales comunmente utilizados para la
producclén de antisueros para fines de
investigacion son conejos, cobayos, ratones,
cabras, ovejas, monos, caballos y gallinas. La
eleccidn de la especle se hace enbase alo que
esté disponible y al volumen requerido de an-
tisuero. El mecanismo que regula la sintesis de

los anticuerpos y de fas reacclones que se
producen en las células del sistema
inmunolégico en presencla de particulas virales
es muy complejo y algunos aspectos de este
proceso son todavia desconocidos.

Podemos. esquematizar el proceso de
Inmunizacion de la siguiente manera:

1. Cuandolos virus (1) ingresan al organismo,
algunos de ellos son consumidos por las
células macréfagas (2).

2. Algunos de los millones de linfocitos T de
ayuda (3), que se encuentran normalmente cir-

7 Chlula T
sliminadora (4)

de memories ¢8)

Procaso de produccién de anticuerpos en el organismo.

Febrero, 1993
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culando por el sistema sangulneo, son ac-
tivados para Identificar al nuevo enemigo, en
este caso una particula viral. Esta célula se
activa uniéndose al macréfago que ha atrapado
a la particula. La unién se produce cuando el
linfocito T reconoce en el macréfago un mar-
cador proplo y uno correspondiente al
antigsno. '

3. Ellinfocito T de ayuda asf activado se multl-
plica, y éste a su vez estimula la multiplicacién
deloslinfocltos T eliminadores (4) y delos linfo-
citos B (5).

4. Cuando los linfocitos B se han muiltiplicado
(alrededor de un millén de lineas diferentes), el
linfocito T de ayuda le indica que inicle la pro-
duccién de una gran cantidad de anticuerpos
(6) que circulan por el torrente sanguineo.

5. Enel casodelos virus que causan Infecclén
en ese organismo, algunas particulas ingresan
a las células para Iniciar su propla multipli-
cacion. Los linfocitos T eliminadores preducen
daio quimico en la membrana de ias células
infectadas; interrumplendo la repiicacién viral.

6. Algunos anticuerpos que se han sintetizado
neutralizan a las particulas virales restantes.

7. Cuando la Infeccién se detiene, el linfoclto
T supresor (7) suspende todas las actividades
del sistema inmunolégico, evitardo de esta
manera que se produzcan reacciones des-
controladas.

8. Loslinfocitos Ty B de memoria (8), almace-
nan la informacién sobre las particulas virales y
permanecen en el sistema sangulineo ylinfatico.
De esta manera quedan listos para movilizarse
@ Iniclar la reaccion inmunolgica si las mismas
particulas virales invaden el organismo.

B. Vias de Inmunizacién

Puede ser intravenosa, Intramuscular, sub-
cutanea, intraperitoneal, intradermal, intra-ar-

Febrero, 1983

ticular e intranodular, pudiendo considerarse
ésta como una serle en orden creclente de
efecto estimulatorio de la respuesta inmu-
nolégica.

C. Produccion de antisueros

La producci6n de anticueros se incrementa
durante los dfas subsigulentes a la fecha de la
primera Inmunizaclén hasta alcanzar una
concentracion méxima, que puede mantenerse
por algunos dlas. Sl se inyecta una nueva dosis
del antigeno, la sintesis de anticuerpos se in-
crementa rapidamente, alcanzando una
concentraclén supearlor a la producida con la
p:imera dosls del antigeno.

Los anticuerpos se encuentran en el suero
sangufneo de los animales inmunizados y este
suero se denomina antisuero.

Después de la coleccién de la sangre, ésta se
deja en reposo para separar el suero de los
otros componentes de la sangre. El suero se
centrifuga (7840 g x 15 min) para remover los
reslduos que no se han separado y se almacena
congelado (-20°C a -70°C), liofilizado, o en
forma lfquida a 4°C mezclado con un
antiséptico.

Los sueros almacenados adecuadamente
puedan permanecer activos por muchos afios.
Elantisuero esta compuesto por una mezclade
anticuerpos denominados inmunogiobulinas

(l9).
TECNICAS DE INMUNODIAGNOSIS
A. Pruebas de precipitacién

La precipitaclén de los antigenos y de los
anticuerpos se produce cuando estas dos sus-
tanclas reaccionan entre sl formando una
estructura en forma de enrejado. Esta estruc-
tura excluye a las moléculas de agua (reacci6n
hidrof6bica), precipiténdose. Para que la
estructura de enrejado se forme es necesario
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que fa concentracién de los reactantes sea
proporcional. Es decit por cada molécula de
antigeno se requiere un nimero determinado
de antlcuerpos.

En general los anticuerpos actlian como
moléculas bivalentes y los antigenos como
moléculas multivalentes. Cuando hay un ex-
cesode anticuerpos, éstos s8 comportan como
moléculas monovalentes que reacclionan sélu
con una particula del antigeno y no es posible
la formacién de la estructura de enrejado.
Cuando hay un exceso de antlgenos, tampoco
seformala estructura de enrejadc porque éstos
actdan s6lo como moléculas monovalentes.
Enambos casos, la reacclon antigeno-anticuer-
po no puede ser observada.

1. Prueba del anillo de Interfase (Ascoll, 1902).

Se utilizan antigeno3s y anticuerpos en
solucion. Sobre un volumen determinado de
anticuer-pos se coloca una cantidad propor-
cional de la muestra que contiene el antigeno.
La precl-pitacion se produce en la interfase y el
plano de precipitacién da la ilusién de un anillo.

2. Prueba de precipitacién liquida en tubos.

Utilizado principalmente para determinar el
thulo de los antisueros y fa concentracion del
antigeno. Es una prueba cuantitativa. En esta
prueba varias diluciones (dobles) del antisuero
y del antigeno se mezclan e Incuban en dos
pequerios tubos de prueba para la formaci6n
de precipitados. Los diversos grados de
precipitacién permiten determinar la
concentracién de los reactantes.

3. Prueba de microprecipitacién.

En esta prueba, gotas individuales de cada
uno de los reactantes se colocan en la base
Interna de una placa Petrl. La placa se coloca
en aghacién para permitir la mezcla del an-
ticuarpo con los antigenos. Se le da un perfodo
de Incubacién para la formacién del

Febrero, 1993

precipitado. La reaccion puede ser observada
con ayuda de un microscopio estereoscopico.

B. Pruebas de difusiéon en gel

Son pruebas de precipltacién que se realizan
utllizando generalmente geles de agar o
agarosa.

La ventaja de este tipo de pruebas es que la
mezcla dei antigeno con su correspondiente
anticuerpo puede ser flsicamente separada
debido a los diferentes coeficientes de difusién
en el gel de sus componentes. De esta manera,
estas pruebas pueden proporcionar infor-
maclén sobre la homogenelidad y la pureza de
los reactantes, asl como del tamafio y de la
relaci6n entre los antigenos.

1. Inmunodifusién simple (Oudin, 1946).

Se basa en el uso de anticuerpos in-
movilizados en una matriz de agar o agarosa
fundida en un baiio de agua a 50°C y pre-
enfriada para su uso y dispuesta en tubos de 10
X 76 mm o mas pequeiios. El antigeno pueie
difundir a través del agar, apareciendo enton-
ces una zcna o banda que migra a través del
tubo hasta que concentracién de ambos reac-
tantes se encuentra en estado dptimo. En aste
punto se produce la precipitacion.

Algunos de los factores que afectan la
migraci6n de las bandas son la concentracion
del antfgeno y el coeficlente de difusién, que
depende del peso molecular y def tamario de la
molécula de antigeno. Podemos observar que
a menor tamafio y peso molecular, el coefi-
clente de difusién es mayor. La distancia de
migracién de la banda de difuslon también
depende del tlempo, tipo, calidad y
concentracién del anticuerpo.

2. Inmunodifusién dobie (Ouchteriny, 1:18).

a) Sistema de dimension simple. En esta
prueba entre la soluciones de antigeno y de
anticuerpo se coloca una zona neutral de agar.
Se aplican los mismos principlos de la técnica

Deteccién/Sarologla 3,3.1-pag.8
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de difusién simple de Qudin, con la Unica
diferancia de que ambos reactantes son difun-
dibles. Cuando ambos reactantes se en-
cuentran seforma unalfnea da precipitacién. La
posicién y ef grosor de la banda permite cal-
cular la concentracién de cualquiera de los
reactantes.

b) Sistema de doble dimensién. Se preparan
placas o iaminas porta objatos recublertas con
agar neutro solidificado, en una concentracién
de0,7 & 1,5%. Sedesarrollan moldes o patrones
de hoyos, dependiendo de los objetivos de la
prueba y se colocan el antfgeno y el anticuerpo
en hoyos separados.

Reacci6n de Identidad: La fusién de las lineas
de precipltacién se produce cuando los dos
antigenos son Idénticos. Se forma una barrara
compacta: la barrera Inmunoespecifica.

Reacclon de no identidad: En este caso la
difusion varfa y los arcos de precipitacion no
actuan como barreras para los antigenos que
no estan relacionados y se entrecruzan.

Reaccion de doble Identidad parclal: En este
caso se produce una doble identidad parcial
entre antigenos (los dos antfgenos son casl
iguales con diferencias en sélo algun deter-
minante antigénico).

Reaccl6én de identidad parclal: Es cuando
observamos la formaci6n de una "espuela” que
indica identidad parcial entre los antfgenos (por
ejemplo cuando se trata de "strains" del mismo
virus.

3. Inmunoelectroforesis (Grabar & Williams,
1953),

Esta técnica es una de las herramlentas
analiticas mas Importantes para resolver
mezclas complejas de antigenos. Se basaen la
movilidad electroforética y la especificidad
antigénica. La mezcla de antfgenos es primero
separada en sus componentes por
electroforesis en un gel de agar. Luego en un
canal paralelo, o via de migracion

Febrero, 1993

electroforética, se coloca el antisuero, lo que
permite el desarrollo de Iineas de precipitacién,
So utilizan generalmente buffers alcalinos de
pH entre 7,5 y 8,6, puss bajo estas condiciones
ias protefnas se cargan negativamente y se
mueven hacla el &nodo. Unade las aplicaclones
Incluye la caracterizacién de los virus y la
diferenciacisn de "strains",

C. Pruebas de aglutinacién

La principal diferencia entre las pruebas de
precipitacién y de aglutinacién es que en este
Ultimo caso, el antigeno es muchas veces méas
grande que el anticuerpo, y es por esta razén,
que muy pocas moléculas de anticuerpo son
necesarlas para formar una agrupacién visible
de las particulas. Los fundamentos de la
reaccion son slimllares a los de las pruebas de
precipitacién.

1. Aglutinacién pasiva (indirecta o reversa).

Se basa en el uso de sustanclas que acttian
como transportadoras inertes de antigenos o
anticuerpos. E!tamafio de estas sustancias (es-
feras de Idtex, bentonita) es varias veces supe-
rlor al de los reactantes. De esta manera es
posible usar antfgenos solubles (particulas
virales) en pruebas de aglutinacion.

2. Prueba de latex.

Se basa en el uso de esferas de poliestireno
(1.1 um) recublertas de moléculas de in-
munoglobulinas. La sensibilidad de esta técnica
es 10 a 100 veces mayor que la de las pruebas
clasicas de microprecipitacidn para la
deteccién de los virus de plantas. La reacci6n
puede ser observada a simple vista.

3. Pruebes de neutralizacién.

La interacci6n de antigenos biol6gicamente
activos con anticuerpos homélogos produce
en algunos casos la pérdida de la actividad
bloldgica del antigeno. Esta reaccién se
denomina en general "neutralizaci6n". Su sen-
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sibilidad depende fundamentalmente de la ac-
tividad del antisuero y es necesario que el
antigsno tenga actividad blol6gicamente detec-
table.

D. Pruebas inmunolé6gicas con marcadores

Estas pruebas hacen uso de anticuerpos y
antlgenos marcados con sustanclas que tienen
actividad propla y amplifican el poder de la
prueba, incrementando su sensiblliidad.

Generalmente a mayor actividad del mar-
cador, mas répidamente puede ser detectada
la reacci6n antigeno-anticuerpo.

1. Iinmunofluorescencia (IFA).

Se basa en el uso de sustancias que transfor-
man la luz de rango uitravioleta (200 a 400 nm)
enradlaciones de mayor longitud de onday que
con la ayuda de un microscopio modificado
(microscoplo de fluorescencia) es posible ver
la luz emitida por Ia sustancla fluorescente
(Fluorescalna Isoclanato (FITC)).

2. Radloinmunologfa.

Se basa en el uso de sustancias radioactivas
(32P, 128I) como marcadores de las In-
munoglobulinas. Su presencia se determina al
reacclonar frente al material fotografico.

3. Ensayos inmunolégicos con conjugados
enzimaticos (ELISA, "Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay").

Se basa en la propledad de algunos
antlgenos y anticuerpos de ser adsorbidos a un
medio s6lido que les permita construir una
secuencia ordenada de materlal biolégico (an-
ticuerpo, antigeno , anticuerpo conjugado con
enzima) y que puede ser visualizada por la
reaccion de color que se produce al agregar el
sustrato especfflco para la enzima que se en-
cuentra conjugada al anticuerpo, permitiendo
asf una adecuada cuantificacién del antigeno,

Febrero, 1993

Las tres variantes mas comunes de estos
ensayos, que pueden ser utilizadas segun las
necesidades del investigador, son:

o DAS-ELISA ("Double Antibody San-
wich"),

e NCM-ELISA
Membranes") y

o PNC-ELISA ('Penicllinase").

("Nitrocellulose

E. inmunomicroscopia electrénica (IEM)

Es utilizado para la detecclién del antigeno en
suspension o en secclones ultrafinas de tejido
infectado con virus.

Cuando el virus estd en la suspensién, la
reacclén positiva puede ser reconocida con
ayuda del microscoplo electrénico:

1. Agregacion de particulas virales.

Se prepara una mezcla de antisuero
especifico en dilucién adecuada para la
deteccién del virus supuestamente presente en
la suspension del tejido. Como resultado de la
agregacion de particulas, se forman complejos
que pueden ser visualizados en el microscopio
electrénico.

Esta técnica es especialmente Util si la
concentracién de virus es muy baja para ser
observada directamente. Sl existiese un exceso
de anticuerpos, se producira Inhibicién de la
reacclén, como ocurre en las pruebas de
precipitacion.,

2. Recubrimiento con anticuerpos.

Se basa en la Inmovilizacién de ias particulas
virales en el grid y su posterlor recubrimiento
con anticuerpos espacfficos.

3. Captura de antigenos.

Se reallza de manera inversa al método
anterlor, es declr, el grid se encuentra previa-

mente recublerto con anticuerpos especfficos.
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Fasciculo 3.32 Produccién de Antisueros

La eleccién de los animales para las in-
munizaciones es determinada por cuatro con-
sideraciones bésicas:

a) la especle de la cual el antfgeno es alslado,

bj la necesidad de anticuerpos policlonales o
monoclonales,

c) la cantidad de antfgeno disponible, y,

d) la cantidad ds antisuero necesario.

Cominmente se utilizan conejos, ratones,
ratas, hamsters o "Guinea pigs", segun las
necesidades del investigador (ver cuadro 1).

En el proceso de produccion de antisueros
policlonales en el CIP se utiliza como animal de
experimentacién al conejo. El procedimiento
consta de las siguientes etapas:

Animal Volumen méximo Posibllidad de Observaciones

de antisuero (ml) produccién de
obtenido anticuerpos
monoclonalea

Conejo 500 No Es la mejor elecci6n para la produc-
cién de anticuerpos policlonales,
aun cuando el antigeno sea un factor
limitante.

Rat6n 2 G| Ofrece la mejor produccién de anti-
cuerpos monoclonales.

Rata 20 SI Es una buena eleccl6n para la pro-
ducclén de anticuerpos monoclo-
nales.

Hamster 20 No Buena elecci6n para la produccién
de anticuerpos policlonales cuando
el antigeno es un factor limitante.

"Guinea pig" 30 No Difick de sangrar.

Cuadro 1. Eleccion del animal.

Febrero, 1993
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a) Primera inmunizacl6n: intradermal mditiple
(esperar 4 semanas).

b) Sangrado: para probar la efectividad de!
antisuero y obtener su titulc.

c) Segunda inmunizacién: intramuscular
(aplicar los refuerzos necesarlos).

PROCEDIMIENTO
1. Preparactén del Inmunégeno

soluclén amortiguadora

fosfato 10 mM 0,5 mi
virus purificado 20-200 ug
adyuvante de Freund* 0,5mi

*completo o incompleto

Mezclar el virus en solucién amoriguadora
fosfato 10 mM y adicionar el adyuvante de
Freund. Agitar vigorozamente durante 5
minutos utilizando un agitador de tubos (vértex)
hasta obtener una suspensién densa y

uniforme. Es conveniente mantenerlo sobre
hielo para evitar su degradacién.

2. Inoculacién

Rasurar un'érea en el dorso de un conejo lo
suficlente extensa para 30 a 40 sitios de
Inoculacién de aproximadamente 10 ul de
inmunégeno cada uno.

Utilizando una jeringa de 1 ml y una aguja 26.
3/8", Inocular intradermalmente ambos lados
del dorso, tomando como referenciaala colum-
na vertebral. Tomar las precauclones
necesarlos para evitar una posible infeccién en
la zona inoculada.

3. sangrado

A partir de la cuarta semana después de la
primera inoculacién, se procede a realizar un
primer sangrado para comprobar el titulo
(especificidad) del antisuero producido. El titulo
se determina utilizando la prueba de
microprecipitacién descrita més adelante.

Via Abreviatura  Volumen Adyuvante Requerimiento Obhservaciones
méximo de! Inmunégeno
Subcuténea sc 800 ul si/no soluble o Facii de inocu-
por sitio insoluble lar.
Intramuscular im 0,5mi siino soluble o Liberacién
insoluble lenta.
Intradermal d 100 ul si/no soluble o Inoculacion di-
por sitio ingoluble ficll, liberacién
lenta.
Intravenosa iv 1ml no solublo, deter- No es efectiva
gentes i6nicos para inmuniza-
y no i6bnicos* clones prima-
rias
Intraperitoneal o] No es recomendable en conejos.
* < 0,2%, sales < 0,3M trea < 1M.
Cuadro 2. Principales vias de Inmunizacién en conejos.
Fabrero, 1993 Deteccién/Serologla 3.3.2-pag.2
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Colocar al conejo en una caja apropiada para
Inmovilizarlo durante el sangrado. Tomar una
oreja y localizar la vena marginal (si ésta no
fuera visible, acercar una ldmpara de luz para
calentar la oreja).

Razurar la oreja con la ayuda de un bisturf de
tal manera que quede limpla y libre. Practicar
un corte en un angulo de 45° {nunca transver-
salmente) y asegurarse que el corte sea profun-
do. Colectar la sangre en un tubo limplo. El
méximo de sangre colectado por vez debe ser
de 30 ml.

El flujo de sangre puede ser detsnido
realizando una leve presién en el corte con Ia
ayuda de un pedazo de gasa estéril. Aplicar la
presidn durante 10 a 20 segundos y verificar
qus el fiujo se haya detenido.

Nota: Una vez obtanido un buen titulo del
antisuero, conviene aplicar refuerzos
("boosts") regularmente y colectar la médxima
cantidad de antisuero. Los refuerzos deben
reallzarse cada 6 semanas y la coleccién de
sangre 10 dlas después de cada refuerzo.

4. Prueba de micropreciplitacién

La prueba de microprecipitacion se utiliza
para conocer el titulo y la especificidad del
antisuero crudo.

a) Materlales:

-placas petri

-reciplente pléstico con tapa

-l4piz de cera y regla

-tubos de prueba de tamario adecuado
-pipetas de 1 ml

-Jeringa hipodérmica

-antisuero

-hojas de plantas sanas e infectadas
-centrffuga de baja velocidad
-aghador rotatorlo

-soluclén salina (NaCl al 0,85%)

Febrero, 19¢:

b) Preparacién de las muestras:

Pesarlas muestras (es preferible un poco mas
de 1 g), hacer una dilucién 1/1 (p/v) con
solucion salina y macerar con ayuda de un
rodillo o un tubo de ensayo.

Colectar el macerado en untubo y centrifugar
a 5 000 rpm durante 5 minutos. Separar el
sobranadante en tubo de ensayo.

Preparar una serie de 12 tubos de ensayo que
contengan 1 mi de solucién salina cada uno y
rotularios con las diluciones correspondientes
(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,1/128, 1/256,
1/512, 1/1 024, 1/2 048, 1/4 096).

Agregar 1 mi de sobrenadante al primer tubo
y mezclar bien. Transferir 1 mi de este tubo al
segundo y asf sucesivamente hasta terminar
con los 12 tubos.

c) Preparacién del antisuero:

Preparar una serie de 12 tubos con 1 ml de
solucion salina y rotulados como en el caso
anterlor.

Agregar 1 mi de antisuero al primer tubo,
mezclar bien y transferir 1 ml de este tubo al
segundo tubo, y asf sucesivamente hasta ter-
minar con todas las diluciones

d) Prueba de microprecipitacién:

Con ayuda de un I4piz de cera trazar Iineas
perpendiculares formando una cuadricula en
una placa petri. Identificar la orientacién de la
placa y hacer el esquema que se muestra en la
pagina sigulente.

Agregar con la Jeringa hipodérmica una
pequefia gota de cada una de las diluciones del
antisuero y del antfgeno en el centro de cada
recuadro, de tal manera que cada dilucién de
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antisuero sea chequeada con cada dilucién de
la muestra sana e infectada.

Colocar las placas en agitaclén rotativa a 100
rpm durante 15 minutos.

Incubar las placas en una camara himeda o
en un reciplente grande con tapa que contenga
papel humedecldo con agua.

Realizar la primera lectura a las 2 horas.
Observar las reacciones en sl cuarto oscuro
con ayuda de un estereoscépio de lluminacién
lateral. La formacién de precipltado indicard
reacclén positiva,

Registrar las lecturas y realizar una segunda
lectura a las 24 horas.
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Esquema para la la colocaclén de las diluciones de antisusro crudo y muestras en la prueba de

microprecipitacion. Ag: antigeno (muestras); Ab: a

ntisuero.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU),

os profesionales Involucrados en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y esti
constituida por una serle de fasclculos susceptibles a ser actualizados.

constituyen materiales Impresos de estudios para
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.3 DETECCIONY/ Serologia

Fasciculo 3.3.3 Purificacion y Conjugacion de

Antisueros

La sensibilidad y especificidad de las técnicas
serol6gicas de deteccién de virus, tales como
DAS y NCM ELISA, latex, microprecipitacion,
etc., requieren de antlcuerpos y anticuerpos
conjugados especfficos, es por ellos, que los
métodos de purificacién de antisueros deben
ser adecuados para cada virus en particular.
Este capftulo pretende mostrar algunas alter-

nativas para el procesamineto de antisueros.

PURIFICACION DE IgG

1. Tomar 1 ml de antisuero crudo y afadir 9
ml de agua destilada en tubo de centrffuga con
capacidad para 30 ml,

2. Agregar gota a gota y bajo agitacién 10 ml
de sulfato de amonlo saturado; dejar en reposo
por espacio de 45 minutos a temperatura am-
biente.

3. Precipitar las protefnas centrifugando
durante 15 minutos a 13 249,6 g y a 4°C.

4. Descantar el sobrenadante y resuspender
el precipitado "pellet" en 1 ml de soluclén amor-
tiguadora de dlalizado.

5. Colocar la muestra resuspendida en tubos
de didlisis y hacer ia identificacion de cada
muestra.

6. Dializar a 4°C contra solucién amor-
tiguadora de dializado haciendo 3 cambios de
500 mi cada uno.

7. Tomar viales previamente tratados con
silicona y rotularlos con la sigulente
informacion: 1gG (virus), cédigo del animal de
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experimentacién usado, volumen, fecha de
sangrado y concentracion.

8. Hacer una dilucién aproplada de la
globulina y leer su absorbancla a 280 nm a fin
determinar la concentracion exacta por
fotometrfa (1mg/mi corresponde a Az2go = 1,4).

9. Hacer los célculos correspondientes y al-
macenarlo a 4°C.

ARternativa de purificaciéon

7* Preparar una columna de DEAE Sephacel
de 3,5 mi de volumen total, equilibrado con
soluclén amortiguadora de dializado .

8* .avar la columna varias veces con buffer
de dializado que es utilizado tamblén como
solucién amortiguadora de elucion.

9* Aplicarla fracclon dlalizada y colectar frac-
ciones de 0,5 mi, medir la concentracién de las
fracciones a 280 nm.

Preparacién de Columnas cromatogréficas.

DEAE Sephacel es una columna que se utlliza
para la purificacién de IgG (se requiere una
columna de 3,5 ml de volumen). El modo de
empleo de la columna cromatogréafica
Sephacryl S-300 se encuentra descrito en el
método de conjugacién CIP-Gugerli (25 mm x
200 mm).

En cada caso podemos encontrar que el gel
contiene un preservante (etanol o timerosal).
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Este preservante debe ser removido para lo
cual se debe "avar' el gel con el doble del
volumen solucién amortiguadora de elucién
correspondiente varlas veces. Esto permite que
el gel adopte las caracteristicas requeridas para
sy uso (pH, fuerza ibnica, etc.; estos re-
querimientos pueden varlar segun el caso).

Después de estabilizar el gel a las con-
diclones de uso, el gas debe ser eliminadotanto
en la soluclén amortiguadora de elucién como
en ol gel equilibrado para evitar la presencia de
burbujas de alre. Esto se consigue con
agitacién lenta y mediante la ayuda de una
bomba de vaclo.

El montaje de la columna es sencillo: tomar
el volumen requerido y verificar la altura que
esta columna alcanzari de acuerdo a lo re-
querido para cada caso, hacer las marcas
necesarlas, tener cuidado de que la columna
osté perfectamente perpencicular a la super-
ficle de la mesa de modo que el desplazamiento
de la muestra sea uniforme. Uenar la columna
cerrando el drenaje inferior y verter suavemente
el gel que estad previamente equilibrado y
degasificado para evitar la formacién de bur-
bujas.

Al empacar la columna no permitir que en
ningin momento ésta se seque, pues se
producirfan grietas internas que pueden inter-
ferir con el flujo normal.

El flujo est4 especificado para cada caso. Por
lo general un fiujo lento evita que la columna se
empaque en demasla y plerda sus caracte-
risticas 6ptimas. Porlo general, unflujode 10 a
20 ml por hora es suficlente. Una vez em-
pacada, la columna se lava varlas veces con
soluclén amortiguadora de elucion para
asegurar que el preservante ha sido removido
completamente .

Para colocar la muestra es necesario utilizar
como volumen de muestra maximo el 5% del
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volumen total de la columna y detener
momentaneamente el flujo.

Antes de colectar las muestras se debe selec-
clonar el volumen de las fracciones. Los tubos
deben ser numerados y su absorbancla debe
ser lelda a 280 nm para determinar la
concentracion de proteinas (Indicada por la
presencia de "plcos").

PREPARACION DE igG CONJUGADO A LA
ENZIMA

1. Método CIP

1. Mezclar 1 ml de IgG (1mg/mi) con 2 500
unidades de fosfatasa alcallina (contenidos en
un volumen adecuado).

2. Adiclonar 20 ul de la solucién de
glutaraldehfdo por cada milllitro de igG. Mezclar
blien evitando la formaclén de espuma.

3. Dejar en reposo a temperatura ambiente
por 2 horas.

4. Dializar a 4°C en 1 litro de solucién amor-
tiguadora fosfato salina (PBS) con 0,1 % de
glycine. Reallzar 4 camblos de solucién amor-
tiguadora.

5. Hacer un alitimo dializado con solucién
amortiguadora fosfato salina (PBS) con MgCl2
1mMyZnCi2 1 mM.

6. Verter el contenido de las bolsas de didlisis
en un vial previamente siliconizado (enjuagado
con agua destilada).

7. Adadir 5 mg de BSA (albiimina de suero
bovino) por cada mililitro de dlalizado y unos
granos de azida de sodio como preservante.

8. Almacenar a 4°C
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2, Métedo CIP-Gugerll

Este método difiere del procedimiento
original en que:

a) Al purificar igG se obvia el paso a través de
la columna de DEAE-Sephacel despuds de
dializar, como propone Gugeri, y previo a la
conjugacién.

b) A diferencia del método empleado por el
CIP parala conjugaci6n enzimética, Gugeri no
dializa, de esta manera el proceso se hace mds
breve (3 horas).

1. Diluir 3 000 unidades de fosfatasa alcalina
en 0,6 ml. desolucién amortiguadora de con-
Jugado.

2. Afadir 5 ul de glutaraldehfdo al 25% (sin
dilulr) y mezclar fuertemente.

3. Incubar a 25°C por 50 minutos.

4. Afiadir 0,75 mi de IgG de una concentracién
de 1 a 2 rag/ml y mezclar fuertemente.

5. Incubar a 25°C por 70 minutos.

6. Enun reciplente con hielo aiadirie sucrosa
50 g/l mezclarlo blen y colocarlo en una colum-
nada cromatografia an gel Sephacryl 5-300 (25
mm x 200 mm previamente equllibrada) con
solucion amortiguadora Tris/HCI pH 8,0.

7. Eluir conla misma soluclén Tris/HClI, colec-
tar fracciones de 2 mi y medir la concentracién
de protelnasa 280 nm. El anticuerpo conjugado
con la enzima eluird como primera fracclén;
luego se observara fa posterior eluclén de an-
ticuerpo y enzima sin reaccionar.

8. Separar las fracciones del conjugado
eluido en alfcuotas de 15 ml y afadir a cada una
5 mg/mi de BSA.

9. Almacenar a 4°C.
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TITULACION DE INMUNOGLOBULINAS

El prop6sito de la titulacién de anticuerpos y
de anticuerpos conjugados con enzimas es
determinar la dilucién aproplada para su uso en
los ensayos Inmunolégicos.

Deben prepararse las sigulentes diluciones:

a) IgG (1 mg/mi) en solucién amortiguadora
de cobertura; 1/100, 1/1 000 y 1/10 000.

b) IgG-conjugado en soluclén amortiguadora
de conjugado; 1/200, 1/800 y 1/3 200.

c) Savia de plantas Infectadas en solucién
amortiguadora de maceracién; 1/10, 1/100 y
1/1 000.

d) Savia de plantas sanas en solucién amor-
tiguadora de maceracién; 1/10 y 1/100.

Para la distribuci6n de las diluciones en la
placa de ELISA se utlliza el esquema descrito
en esta pagina.

Nota: Los hoyos de los bordes que no se
utilizan (por el riesgo de que se produzcan
reacclones Inespecfficas) se llenan con la
solucién amortiguadora correspondlente a
cada etapa de la prueba .

APENDICE
1. Preparacion de soluciones

1. Solucién amortiguadora fosfato salina
(PBS) 10 MM pH 7,4

0,2 g KH2PO4

2,9 g NazHPQ4.12 H20
8,0 g NaCl (137 mM)
2,0 g KCl (2,7 mM)

0,2 g NaN3 (3 mM)
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2. Solucién amortiguadora de diafizado 5 mM
pH 7,4 (PBS 1/2):

0,1 g KH2PO4

1,45 g Na2HPQ4.12 H20
4,0 g NaCl (69 mM)

1,0 g KCl (1,4mM)

0,1 g NaN3 (1,5mM)

3. Sulfato de amonilo saturado:

En 1 litro de agua destilada caliente disolver
poco a poce 750 g (NH4)2S04. Una vez que
esté todo disuelto colocarlo en un frasco de
plastico y dejar enfriar a temperatura amblente

4. Soluclén de Giutaraldehido:
Se hace una dilucién 1/10 del Glutaraldehido
al 25% con solucién amortiguadora fosfato

salina (PBS). Mantener a menos de 0°C.

5. Soluci6n amortiguadora TRIS/HCI gH 8.0:

6,6 g Tris (55 mM)

0,2 g MgCl2 (1 mM)

5,8 g NaCi (0,1 M)

1,0 g NaN3 (15 mM)

Uevar a pH 8,0 con HCI 37%

En la etiqueta de la enzima se encuentra
ordinarilamente la sigulente Irformacién, que
puede variar segin el lote y el aroveedor:

(a) Nimero aproximado de ‘unidades de en-
zima contenidas en el fras:o: 5 000 units
(Glycine, pH 10,4).

(b) Volumen contenido #n el frasco: 0,47 mi,

(c) Concentracién de protelnas contenidas
en el frasco y expresada en mg prot./ml: 9,3 mg
prot./ml (Biuret).

(d) Unidades de enzima por mg de protelna
para el sistema Glycine, pH 10,4: 1 360 units/mg
prot.

(e) Unidades de enzima por mg de proteina,
para el sistema Diethanolamine, pH 9,8: 2 870
units/mg prot. Con estos datos podemos ob-
tener:

1. Unidades totales contenidos en el frasco.

Para el sistema Glycine pH 10,4:

Nota importante:

La presentacién de la enzima se puede dar
en:

1. Soluclén de sulfato de amonlo. En tal caso
es necesario hacer un paso previo de didlisis
con 2 cambios de solucién amortiguadora de
dializado antes de utilizarla para la conjugacién

2. Soluclén salina de NaCl. En este caso
puede ser utilizada de manera directa sin el
paso previo.
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1 360 unidades = 1 mg prot.
X = 9,3 mg prot.

En el frasco s6lo tenemos 0.47 ml. por lo
tanto:

1,0 ml = 12 648 unidades
047mi=Y

Para el sistema Diethanolamine pH 9,8

2 870 unidades = 1 mg prot.
X = 9,3 mg prot.
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En el frasco sélotenemos 0,47 ml por lotanto:

1,0 ml = 26 691 unidades
0,47 ml =Y

2. Determinaci6n de volumen a utilizar para el
método de conjugaclén

En el sistema DAS-ELISA se utiliza soluclén
amortiguadora dietanolamina pH 9,8. Por lo
tanto requerimos:

-1mg/midelgGy
- 2 500 unidades de enzima para la
conjugacién.

12 544,77 unidades = 470 ul
2 500 unidades = X

2. Reactivos

1. Phosphatase alkaline from calf intestine for
enzime Inmunoassay. Cat.567 752. Boehringer
Manheim GmbH. or Phosphatase, alkaline from
bovine intestinal mucose, Type VII-NT Cat.P-
0405. Sigma Chemical Company.

2. Glutaraldehyde 25% aqueous solution.
Grade 1. Specially purified. Cat. G-5882. Sigma
Chemical Company.

3. Glycine. Essentially ammonia free. Cat. G-
7126. Sigma Chemical Company.

4. Albumin Bovine. 98-99% albumin. Essen-
tially fatty acld-free. Cat.A-7030. Sigma Chemi-
cal Company.

5. Sodium Azide. Cat. $-2002. Sigma Chemi-
cal Company.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales Impresos de estudio
para los profesionales involucrados en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y est
constitulda por una serle de fasclculos susceptibles a ser actualizados.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.3 DETECCION /Seroclogia

Fasciculo 3.3.4 Prueba de Doble Difusiéon en Gel
(CJCHTERLONY)

En la prueba de doble difusién en gel (Ouch-
terlony) se utllizan geles de agar en los que se
colocan preparaclones de antigenos virales y
de anticuerpos espacfficos en hoyos adyacen-
tes. Las relaclones seroldgicas entre virus se
pueden determinar con mayor exactitud que
con cualquier otro método, a excepcién de la
inmuno-electroforesis, debido a que el nimero
de bandas de precipitacién producidas entre
hoyos opuestos de reactantes corresponde al
namero de componentes antigénicos de un
sistema antigeno-anticuerpo dado. Sin embar-
go, esta prueba es una de las menos sensibies
entre los métodos seroldgicos ya que la
formacién de bandas de precipitado requiere
de concentraciones altas y equivalentes de
antfgenos y anticuerpos especificos.

Procedimiento

Los materiales que se requieren para llevar a
cabo la prueba de doble difusién en gel (Ouch-
terlony) son los sigulentes:

Agarosa

Azida de sodio (NaN3)

Cloruro de sodlo (NaCl)

Agua destilada

Placas petri de plastico de 100 x 15 mm
Sacabocado de 5§ mm de didmetro
Tubos de prueba

Bulbo de goma

Pipetas pasteur y bulbo
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Cuadrados de gasa (2,5 cma)
Plumén o I4piz de cera
Erdenmeyer de 125 i y 250 mi
Probeta de 100 ml

Mechero

Bomba de vacio

Kitasato de 125 ml

1. Preparacion del gel

0,8 g de agarosa
0,2 g de NaN3z*
100 ml de agua destilada

* Manipular con culdado porque es
altamente t6xico.

Colocarlaagarosa y elagua en un erlenmeyer
y cubririo con algodén. Calentar en bafio marla
hasta que la agarosa se disuelva. Enfriar hasta
una temperatura de aproximadamente 40°C.

Agregar con cuidado el azida de sodio y
mezclar bien evitando la formacién de bur-
bujas. Verter 15 inl de ia preparacién en cada
placa petri y cubririas parclalmente hasta que
se enfrfen. Limplar el agua que se condense en
las tapas.

2. Preparacién de las muestras

Macerar las hojas en un mortero y reunir el
macerado a un lado. Colocar encima un trozo
cuadrado de gasa humedecida con agua.
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Preslonar tuertemente con el pilén inclinando el
mortero y retirar el jJugo con una pipeta pasteur.
Transferifo a un tubo ds prueba previamente
codificado.

3. Preparacién del antisuero

Preparar una dllucion anropiada del antisuero
en soluclon salina. Si no se conoce la dilucién
Optima es preciso hacer una titulacién previa
(utilizar diluclones 1/2, 1/4, 116, 1/32, etc.).

Solucién salina;

0,85 g de NaCl
100 mi de agua destilada
Mezclar blen

4. Preparacion de la placa de prueba

a) Con el sacabocado se practican hoyos en
el gel sigulendo el patron deseado. Normal-
mente se utiliza un sacabocados de 5 mm de
didmetro y una distancla de 3 mm entre hoyo y
hoyo. Los .iscos de agarosa se retiran
mediante un sistema de vacio (una pipeta pas-
teur conectada a un erlenmeyer kitasatoy a una
bomba de vacio medlante una manguera). Sino
sedispone de este equipo, se puede utilizar una
aguja de diseccion.

b) Las muestras se colocan en los hoyos
periféricos en primer lugar y después el an-
tisuero en el hoyo central, utilizando en ambos
casos pipetas pasteur.

5. Incubacién de la placa de prueba

La placa se coloca en una camara hiimeda,
la cual consiste en un recipiente de plastico con
sello hermético en cuyo interior se coloca papel
himedo y un punto de apoyo para evitar que la
piaca de prueba se moje.

6. Lectura

La primera lectura se hace a las dos horas y
la segunda a las 18 horas. Es preferible utilizar
una caju oscura que facllite las lec«ras. La caja
debe consistir en un soporte de madera con
una abertura en la parte superior de didmetro
suficiente para sostener firmemente la placa. En
su interlor debe ubicarse un fluorescente cir-
cular. '

Tipos de reaccién enladoble difusiénen gel.

M: muestra en estudio; V: control positivo;
As-V: antisuero contra el virus. A: Reaccién del
antisuero y su control, pero no conla rnuestra.
B: Reaccl6n de identidad entre la muestra y ef
control. C: Reaccion de ldentidad parcial. D:
Reaccli6n de no identidad.

Las Unidades Técnicas de Capacitacion (TTU), constituyen materialas impresos de estudios para|
os profesionales Involucrados en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y estd
constituida por una serie de fasciculos susceptibles a ser actualizados.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIRO'..OGIA
3.3. DETECCION / Serologia
Fasciculo 3.3.5 Prueba de Latex

La prueba de latex es una modificacion de la
técnica serolégica de microprecipitaci6n v se
basa en la formacl6n de un precipitado visible
éntre un antigeno (virus) y su anticuerpo
especfico adsorbido a las esferas de polies-
tirano que conforman el lstex.

Litox Anticuarpo

-
® 0o 0 00 0

S

Litex Recubierto

£F 3 {3

clpitacion, tiene lugar si el antigeno se en-
cuentra presente en las muestras.

En este caso, como las esferas de latex son
mucho més grandes que los anticuerpos, la
reaccién se puede observar a simple vista,
cuando la placa petri es colocada sobre un
fondo negro.

Sensibilizacién del latox.

Ellatex est4 constituldo por esferas de polles-
tireno de 810 nanémetros de didmetro (
nanémetro = 10°° m). Las esferas de polles-
tireno son recubiertas con anticuerpos
mediante un proceso denominado
sensibilizacién del latex.

Una vez sensibilizado, el l4tex es mezclado

con savia de hojas o virus purificado. La
agregacion, al igual que en la micropre-
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L&itex Recubferto Ant{gano (virus)

-
. . -
* .
— /

Prueba do Litex

O

Formacién del Prucipitado Vislble

Formaci6n del precipitado en la prueba de Iatex.

Materizales

Los materlales requeridos para la prueba de
Latex son:

- Bolsas plasticas (10 x 15 cm)

- Tubos de ensayo (10 x 75 mm)

- Placas petri de pléstico u hojas de plastico

- Jeringas hipodérmicas de 1 cm*® (=1ml)

- Latex sensibilizado para cada virus

- Agua destilada

Deteccién/Serologla 3.3.5-pag. 1
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- Solucién amortiguadora Tris HC1 0,05 M (pH
8) que contenga 0,01M de bisuifito de sodio y
0,05% de Tween-20

- Agitador mecanico con acclén rotativa (op-
clonal)

- Extractor automético de jugo (opclonal)

Procedimiento

En el CIP se han introducido algunas
modificaclones que han mejorado el método
original da laiex. A continuaci6n se describe el
método de slete pasos usado en forma rutinaria
para analizar hojas.

Con una regla y un l4piz de cera, trace Lineas
paralelas a 0,8 cm en la parte interior de la base
de una placa petrl. Luego trace lineas perpen-
diculares para formar cuadrados. Si utiliza
hojas de plastico (micas), cértelas de modo que
quepan dentro de la placa petri.

7t N

\\ Y,

Trazado de Iineas en una placa petri para la
prueba da latex.

Colecte hojas a diferentes alturas de la planta
que va a ser examinada cubriéndolas con una
bolsa plastica para evitar contacto con las
manos. Para detectar PVS es esenclal incluir
hojas ol terclo medlo o inferior de la planta.

Es necesario tener siempre dos testigos: uno
negativo (planta sana) y uno positivo (planta
artificlalmente Iinfectada). Para estcs testigos
utilice hojas de una planta de papa sana y de
una planta de papa Infectada con e virus que
estd en prueba. Si no dispone de testigos de
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papa, también puede utilizar hojas sanas e in-
fectadas, respectivamente, de otro hospedero
o planta indicadora.

Extraiga el jugo de la muestra. Esto se puede
hacer con un extractor automatico de jugo. Si
aste equipo de extraccién no esta disponible,
deje la muestra de hoja en la bolsa pléstica y
agréguele 3,3 cm? de solucién amortiguadora
Tris HCI. Con un rodillo u otro objeto cllindrico,
presione fusitemente la bolsa de pléastico varias
veces sobre una mesa, de modo que exprima
la hoja.

Colecte el jugo en un tubo de ensayo (tubo
de coleccién) y déjelo en reposo por dos horas,
de preferencia a 4°C.

Ponga0,45 cm®dela solucién amortiguadora
Tris-HCl en dos tubos de prueba (A) para
preparar las siguientes diluciones:

- Dilucién de 1/10 (primer tubo)

- Diluci6n de 1/100 (segundo tubo)

Proceda como sigue: transfiera con una Jerin-
ga hipodémica 0,05 cm® de Jugo del nivel supe-
rior del tubo de colecclén, evitando el
sadimento (B).

Preparaclon de las diluciones de savia

Mezcle bien, extrayendo el jugo conlajeringa
y expeliéndolo de nuevo en el tubo de ensayo.
Esta es la dilucién 1/10, que también se puede
preparar mezclando nueve gotas de solucion
amortiguadora Tris-HCI con una gota de jugo.

Del tubo con la dilucién 1/10, transferir 0,05
cm® al segundo tubo (C) y mezcle como en el
caso anterior. Esta es la dilucién 1/100.
Tamblén puede preparada mezclando nueve
gotas de soluclén amortiguadora Tris-HCI con
una gota de la diluclén 1/10.

Es necesario hacer dos diluclones porque las
reacclones no son visibles cuando el virus est4
muy concentrado (D). Debido a que la
concentraclén de! virus andino latente de la
papa (APLV) es generalmente alta en la planta,
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se recomienda una dlluclén adicional de 1/1000
para su deteccién.

0.985 cn? de la diluciba 1710

—_—
L] (3]
Gzye.as o savia o
Tris-HCl TrinHCL
& ®
(249 Trin-toL (]
0.85 and de eavin i18 n1ta

Sostengallajeringa en posicién vertical y deje
caer una gota de l&tex sensibllizado en cada
cuadrado de la p!aca petri. Liene dos veces més
cuadrados que el nimero de muestras (en el
caso de APLV, llene 3 cuadrados). Prepare
cuatro cuadrados &adiclonales para I1s testigos
(negativo y positivo).

Cologue las muestras en la placa petri
siguiendo un plan, de modo que se puedan
distingulr facilmente las muestras y los testigos.

Utilizando otra jeringa colocar una gota de Ia
dilucién 1/100 sobre una gcta de latex. Luego,
con la misma Jeringa, coloque una gota de
dilucion 1/10 encima de la gota de latex que
sigue.

Enjuague la jeringa tres o cuatro veces con
agua destilada, para que la pueda utilizar con la
muestra siguiente.

Aplique el mismo procedimiento para cada
muestra y lieve un registro del plan que ha
seguido.

Cuando termine con tcdas las muestras,

cubra la placa petri con si’ tapa y coléquela en
el agitador durante una hora a 110 rotaciones
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por minuto. Es esenclal que el agitador sea
rotativo para que se formen las reacciones
positivas. Stno dispone de un agitador, coloque
las placas petri sobre un cartén y rételas
manualmente sobre una mesa.

Abra la placa petri y observe las reacciones
sobre un fondo oscuro. En reacclones
positivas, se nota una agregacién faciimente
visible de particulas de latex. En reaccicnes
negativas la suspenslén de latex conserva un
aspecto lechoso.

Para detectar virus de papa enlos tubérculos,
rompa el estado de reposo mediante la
aplicacién de Rindite, y almaceane los
tubérculos a 20°C durante dos semanas. Para
extraer jugo de los tubérculos, corte rebanadas
delgadas del extremo apical con un bisturf
estéril. Muela las rebanadas en un extractor de
Jugo que tenga rodlllos acanalados, 0 emplean-
do una bolsa de pléstico.

Recolecte en tubos de ensayo el jugo
extraldo y sométalo a centrifugacion a 5 000 g
durante 15 minutos, o déjelo en los tubos hasta
que los granulos de aimid6n sedimenten. Retire
el sobrenadante y selo para hacer diluciones
de 1:10 y de 1:30.

Resultados de la prueba de latex. Las dos
primeras filas muestran reacclones positivas
con formacién de precipitado; la titima fila
muestra gotas de latex sin reaccionar.
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Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constit'"sen materiales impresos de estudio
para los profesionales Involucrados en actividades de capactiacion desarrolladas por el CIP y es
constitulda por una seris de fasclculos susceptibles a ser actualizados.
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA
3.3 DETECCION / Serologia

Fasciculo 3.3.6 Ensayos Inmunologicos con
Conjugados Fnzimaticos: Doble
Anticuerpo” Sandwich" (DAS-ELISA)

INTRODUCCION

DAS-ELISA es unatécnica seroldgica de gran _ _

sensibliidad para Identificar virus de plantas. Sano Infoctado
Las ventajas de ecta técnica son las siguientes:

a) Mayor sensibilidad que otros métodos 1%13&1—::”:6" do K 3..:.
serologicos para detectar la mayorfa de los . — 7 [~
virus, incluyendo PLRV y PVA que se en-
cuentran en baja concentracin en plantas in- 2 Q
fectadas.

2.Colocacibn de law muestras
7 ] i~

b) Requlere menos antisuero que otros

métodos serolégicos.

La desventaja principal es el gran nimaro de 3. adicibw del conjugado
etapas necesarlas para completar la prueba. = -
Sin embargo, esta técnica puede ser facilmente : 3t %
4. Mfc.l'6n del z:l.l.n.trn.to. .

adaptada en un programa de mzjoramiento de
semilla para progucir resultados répidos y con- BE
flables con la mayorfa de virus. Es el Unico
método que sirve para detectar PLRV en los

tubércules o en el follaje. .
PROCEDIMIENTO Negativo
El principlo de la variante de la técnica ELISA
1977. J. Gen. Virol. 34:475) s9 describe a DAS-ELISA
continuacién.,
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1. Senslbilizacién de la placa. Los anticuerpos
(gammaglobulina) especflicos para cada virus
son adsorbldos a la superficle de cada hoyo de
la placa de microtitulaclon. Se lava el exceso de
gammaglobt: "a no adsorblda. Se necesita un
anticuerpo especffico (gammaglobulina) para
cada virus que se someta a prueba.

2. Colocacldén de muestras. La muestra por
probar se agroga a la placa. Sila muestra con-
tiene particulas dei virus especffico (antigeno)
para los anticuerpos aplicados en el paso
anterior, éstas quedaran adherldas a los an-
ticuerpos y no serén eliminadas en el proceso
de lavado.

3. Adicién del conjugado enzima-gamma-
globullna. Estos anticuerpos quedan adheridos
solamente a las particulas de virus. El exceso
del conjugado es eliminado en el proceso de
lavado.

4. Adiclondel sustrato. Finalmente, el sustrato
es agregado a la placa. La intensidad del color
amarillo indica la cantldad de virus presente en
la muestra.

1. Sensibilizacién de la placa.

La primera etapa en esta variante delatécnica
ELISA consiste en cubrir los hoyos de la placa
de microtitulacién con un anticuerpo (gam-
maglobulina purificada) especftico para cada
virus. Para lograrlo, es necesaro efectuar los
sigulentes pasos.

a) Preparar la solucidn amortiguadora de
adsorclén:

b) Diluir la gammaglobulina purificada (an-
ticuerpo) en el tampén de adsorcién en la
dilucién adecuada.

¢) Agregar 200 ul de la gammaglobulina
purificada y diluida a cada hoyo de la placa de
microtitulacidn.

d) Incubar la placa por 2 a 4 horas a 37°C
(Normalmente, pueden utilizarse todos los
hoyos de la placa, pero la experiencia en el CIP
ha demostrado que los hoyos de los bordes
frecuentemente producen reacciones no
agpecfficas y por eso no se utilizan, Para evitar
reacclones no especfificas, se llenan con
soluclén tamp6n). Este procesc permite a las
moléculas de gammaglobulina adherirse a la
superficie de los hoyos en la placa.

e) Vaclar la placa. Al término del perfodo de
incubaclén, la placa se vacla y se lava con
PBS-Tween. La composicién del PBS-Tween es
la sigulente:

8,0 g NaCl

0,2 g KH2PO4

2,9 g NazHPO4.12H20

0,2 gKCl

0,2 G NaN3

0.5 mi Tween 20

Agregar agua destilada hasta completar 1 litrg

1,59 g Na2C03

2,93 g NaHC03

Agregar agua destilada hasta completar 1
litro

0,2 g NaN3

Esta soluclon puede ser almacenada hasta
por 1 mes a 40C.
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f) Lavarla placa de la siguiente manera. Llenar
los hoyos con PBS-Tween. Dejar reposar
durante tres minutos. Vaclar la placa. Este
proceso se repite tres veces. El lavado elimina
de la placa la gamma-globulina no adherida a
ella. Cuando se aplicala técnica rutinariamente,
las placas con gammagiobulina pueden ser
conservadas perfectamente a -20°C por
perfodos largos. Estas placas pueden ser
preparadas con antlcipacién.

2. Colocacién de muastras (antigeno).
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Las muestras por analizar pueden ser
extraldas de diferentes maneras, las cuales In-
cluyen la maceraci6n de tejido vegetal y el
empleo de una solucién tamp6n para obtener
una dilucién de 1/10 a 1/20.

Cuando los virus se encuentran en una
concentracién baja en el tefido infectado, se
puede utllizar menos tampén para tener una
dilucién més concentrada. La manera més
practica es macerar el tajido vegetal en bolsas
pequefias de pldstico.

a) Para facilitar la maceracion de la muestra,
se agregaen la boisa PBS-Tween + 2% PVP-40
reclentemente preparado. La composicién de
PBS-Tween-PVP es solucién amortiguadora
PBS-Tween y 2% de Polivinil pirrolidona PM
40 000.

b) Se maceran las muestras haciendo rodar
un tubo de ensayo o algo semejante sobre la
bolsa de plastico. Se deben utilizar muestras
sanas e Infectadas, procesadas de la misma
manera, como testligos. El jJugo de las muestras
se puede extraer tamblén con una méquina
extractora de Jugo. El Jugo se recoge en untubo
de ensayo y se le agrega la solucién amor-
tiguadora para darle fa dilucién requerida.

c) Ulenar los hoyos de la placa con 200 ul (0,2
ml) de muestras diluidas. Utilizar una pipeta
iimpla para cada muestra. Normalmente, un
hoyo es suficiente para cada muestra. (En al-
gunas placas, los hoyos cercanos a los bordes
pueden desarrollar reacciones no especfficas.
Por ello, no deben ser utilizados en las
pruebas.) Las muestras se disponen enla placa
segln un plan. De ese modo, las muestras y los
testigos pueden ser faciimente identificados.

d) Incubar la placa a 4°C durante 13 horas
(durante lanuche) o 2 37°C durante 4 a6 horas.

e) Lavar la placa como se describi® anterio-
mente . Repetir el lavado tres veces o hasta que
la placa quede completamente transparente sin
jugo o tejido de planta.
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3. Adicién del conjugado (enzima -
gammaglobulins).

Aunque otras enzimas pueden ser con-
Jugadas con las moléculas del anticuerpo, la
fosfatasa alcalina es la que ha dado los mejores
resultados. La adicioén del conjugado se realiza
en los siguientes pasos.

a) Dilulr el conjugado enzimético en PBS-
Tween con 2% de PVP-40 y 0,2% de albumina
de huevo o leche en polvo (para detarminar la

. dilucién més adecuada, referirse al capftulo de

purificacién y conjugaclén de antisueros).

b) Agregar a cada hoyo de la placa 200 ul (0,2
ml) del conjugado enzima-gammaglobulina
diluido (llenar con solucién amortiguadora los
hoyos de los bordes).

¢) Incubar a 37°C por 3 a 6 horas.

d) Lovar la placa como se describi6 anterlor-
mente. Repetir el lavado tres veces. E! exceso
del conjugado enzimético que no esté adherido
a las partfculas de virus ser4 eliminado.

4. Adicion del sustrato enzimaético.

En esta etapa solamente reaccionaran los
hoyos de la placa que contienen la enzima.

a) Preparar la golucién amortiguadora de
sustrato.

97 ml de dietanolamina

800 mi de H20

Regular el pH a 9,8 con HCI (37%)

0,2 gde NaN3

Agregar agua destilada hasta tener un
volumen toial de un litro

Esta solucién amortiguadora debe ser
preparada justo antes de cada aplicaclén. No
puede ser almacenada.
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b) Disolver el sustrato enzimético en la
solucién amortiguadora para llegar a ia
concentraclon de 0,6 6 0,8 mg/ml. El sustrato
enzimatico puede consegulrse en polvo o
"Peletizado” (en pastillas de concentracién co-
nocida). Esta (ltima forma es la mas con-
veniente ya que evita tener que pesar ¢! sustrato
cada vez que se necesite.

c) Agregar 200 ul (0,2 ml) de esta solucién de
sustrato a cada hoyo de la placa (pero no alos
cercanos al borde).

d) Incubar la placa a temperatura amblental
por el tiempo necesario para observar la
reacclon (normalmente de 30 a 60 minutos). En
los hoyos que fusron llenados con muestras

infactadas, la solucion de sustrato se vuelve
amarilla.

La Intensidad del color amarillo es una
indicacién dela cantidad de virus en la muestra.
Cuanto mds intenso es el color, mayor es la
cantidad de virus. Los hoyos transparentes co-
rresponden a las muestras de plantas sanas, a
los testigos sanos y al testigo de solucién amor-
tiguadora.

Los resultados son registrados y anotados en
la lista de muestras.

Las lecturas pueden realizarse por el método
visual (cualitativo) o con la ayuda de un
fotdmetro o colorimetro a una longitud de onda
de 405 nm (cuantitativo).

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales impresos de estudios par
os profesionales involucrados en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y es
constituida por una serie de fasclculos susceptibles a ser actualizados.
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Fasciculo 3.3.7 Ensayos Inmunoldgicos con
Conjugados Enziméticos: en
Memkranas de Nitrocelulosa

(NCM-ELISA)

INTRODUCCION

NCM-ELISA s una prueba inmuno-
enzimatica en la que se utilizan membranas de
nitrocelulosa como soporte para los reactivos.

Esta prueba es tan sensitiva como la prueba
DAS- ELISA, mas facll de ejecutar y tiene la
ventaja de que las muestras pueden ser
colocadas en la membrana de nitroceiulusa, la
cual puede almacenarse durante varias
semanas antes de continuar con la prueba, o
enviarse por correo a otro laboratorio para su
procesamiento.

Todos los pasos se realizan a temperatura
ambiente. La prueba consiste en aplicar una
pequeiia cantidad de muestra (2 a 30 ul.) enla
membrana, bloqueando aquellas &reas donde
no se coloca muestra. Las particulas virales
reacclonan con anticuerpos especfficos (IgG)
para cada virus y éstos son detectados a su vez
por anti-anticuerpos conjugados a una enzima.
Esta enzima reacciona con su sustrato , dando
una coloraclén pirpura, siendo la intensidad de
la coloracién proporcional a la concentracién
de virus presente en la muestra. La coloracién
es estable por mucho tiempo y las membranas
pueden ser facllmente almacenadas.

Al igual que en la prueba de DAS-ELISA,
varlos virus pueden ser detectados al mismo
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tiempo en la membrana utilizando una mezcla
de anticuerpos especificos a los virus que se
van a probar.

Sano ‘ Infectado
— J — ) |
Savia de planta

lg.ume:;«'

N
06000004004 igon-“n@l

Sustrato

O @

Negativo Positivo

Representacion ssquematica de (a prueba de
NCM-ELISA
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Esto es de especial utilidad en programas de
produccion de semilias, en los cuales es
necesario procesar una gran cantidad de
muestras.

PROCEDIMIENTO

1. Preparacion de las soluciones
amortiguadoras

a) TBS pH 7,5 (2 000 ml)

4,84 g TRIS (0,02 M)
58,44 g NaCl (0,5 M)
0,40 g NaN3 (0,01 %)*

Disolver en 1 990 m! de agua destilada y
ajustar el pH a 7,5 con HC! (aproximadamente
5N). LLevar a un volumen total de 2 000 ml con
agua destilada.

* Opcional: usar s6lo si la soluclén amor-
tiguadora va a ser almacenada por varios dfas.
El azida de sodio es una sustancla toxica que
debe manejarse con cuidado.

b) Soluclén amortiguadora de extraccion

Para muestras de papa:

Disolver la leche en polvo en un pequefo
volumen de TBS y luego completar a 25 mi con
TBS. Agregar Triton X-100 y mezclar bien.
Preparar la soluclén amortiguadora fresca para
cada prueba.

d) Solucién amortiguadora de anticuerpos
(50 mi)

1 g Leche en poivo
50 m! TBS aproximadamente

Disolver la leche en polvo en una pequefia
cantidad de TBS. Completar a 50 mi con TBS.

e) Soluclén amortiguadora de lavado T-TBS
(2 000 ml)

2000 mi TBS
1 ml Tween-20

DIiECA 0,01 M (s6lo sl se sospecha PLRV)
EDTA 0,01 M (demora en disolverse)
completar a 100 ml de TBS

Para muestras de camote:

Na2S030,2 g (0,2%)
TBS 100 mi

¢) Soluciobn amortiguadora de bloquso (25
mi)

0,5 g Leche en polvo
0,5 mi Tritén X-100
25 mi TBS
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) Soiucién amortiguadora de sustrato pH 9,5
(500 mi)

6,05 g (0,1 M) TRIS base
2,92 g (0,1 M) NaCl

0,51 g (5 mM) MgCl2.6H20
0,05 g (0,01%) NaN3

Disolver TRIS, NaCl y MgCl2.6H20 en agua
destilada. Ajustar el pH a 9,5 con HCI con-
centrado (5N). Completar a 50 ml con agua
destilada.

g) Soluclon stock de NBT* y BCIP*

Soluclon stock NBT:

40 iIng NBT*
2 mil N-N dimetil formamide (DMF) 70%
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Soluclén stock BCIP:

20 mg BCIP*
2 mi N-N dimetil formamide (DMA) 70%

Mezclar blen cada una de las soluclones
stock. Estas deben ser almacenadas a 4°C
protegidas de la luz.

* EINBT y el BCIP son compuestos altamente
toxicos que deben manejarse con sumo
culdado. El uso de guantes es indispensable.

h) Solucién de revelado (se preprara al
momento de usar)

20 ml soluclén amortiguadora de sustrato
100 ul NBT solucl6n stock
100 ul BCIP solucl6n stock

Disolver la soluclén stock de NBT en 20 mi de
la soluclién amortiguadora de sustrato. Una vez
disuelto, agregar gota a gota la soluclén stock
de BCIP, agitando constantemente con la
ayuda de un agitador de tubos (vértex).

2. Preparacion de las muestras.

a) Colectar e Identificar las muestras en bol-
sas de plastico. Estas deber&n ser colectadas
el mismo dfa de la prueba.

b) Utilizar una hoja gula para identlficar 1
posicién de las muestras en la membrana de
nitrocelulosa.

¢) Extracci6n

e Preparar el solucién amortiguadora de
extraccion aproplado para muestras de
papa o camote,

e De cada hoja, cortar 5 discos de 1 cm de
didmetro. Para muestras de camote es
suficlente 1 disca.
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o Ponerlos discos en una bolsa de pléstico
yagregar 1 mlde solucién amortiguadora
de extraccién.

o Macerar el tejldo completamente utllizan-
do un tubo de ensayo o una pieza redon-
da de madera.

o Dejar reposarla bolsa de 30 a 45 minutos
a4°C.

3. Aplicaci6én de las muocstras en la
membrana de nitrocelulosa.

Para manipular la membrana de nitrocelulosa
es necesarlo utillzar guantes y pinzas. Las hue-
llas digitales pueden Interferlr con las reac-
clones.

a) Cortar las membranas de nitrocelulosa al
tamafo deseado y marcarlas formando
cuadrados de 1 cm de lado. Con el prop6sito
de Identificaclén, numerar la membrana en la
esquina Inferlor deracha.

b) Pre-humedecer la membrana Introdu-
cléndola lentamente en TRS y evitando la
tormacion de burbujas. Al mismo tiempo, poner
dos papeles de filtro Whatman N°1 0 N°4 de un
tamafio mayor al de la membrana. Remojar de
5 a 10 minutos.

c) Colocar dos hojas de pape! de filtro seco
sobre la mesa y poner sobre éstos los dos
papees filtro himedos y luego la membrana.
Evitar la formacién de burbujas. Esperar hasta
que el liquido de la superficle de la membrana
se haya absorbido (1-2 minutos)

Nota: para muestras de camote, obviar los
pasos b y c. La membrana seca se coloca
sobre una hoja de papel filtro y se procede a Ia
colocacién de muestras (paso d).

d) Utllizando una pipeta pasteur limpia, poner
culdadosamente una gota del sobrenadante
(sin tejido vegetal) de la boisa en el centro del
cuadrado enla membrana de nitrocelulosa. (No
tocar la membrana con la punta de la pipeta
mientras se aplica la muestra.) Utilizando una
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plpeta limpia para cada muestra, repetir el
proceso hasta que todas las muestras hayan
sido colocadas.

e) Transferlr la membrana a un papel fiitro
seco y dejarla secar por 30 minutos a
tempaeratura amblente o durante 15 minutos a
37°C.

f) Cuado la membrana esté seca se puede
poner entre dos papeles filtro secos y proteger-
la con cartén para que se pueda enviar por
correo o para almacenaria hasta que se desee
continuar la prueba.

4. Desarrollo e la prueba serolégica.

Todas las Incubaciones y lavados se realizan
a temperatura ambiental. Sl se dispone de un
agitador, las Incubaciones se realizan con
agitacion suave a 50 rpm y los lavados a 100
rpm.

a) Agregar 25 ml de la solucion amor-
tiguadora de bloqueo a una placa petri e intro-
ducir la membrana lentamente evitandc la
formacion de burbujas. Incubar por 60 minutos.

Mientras tanto, preparar la solucién de an-
ticuerpos especfficos al virus (o la mezcla de
anticuerpos, segun sea el caso). Agregar la
dilucién adecuada de IgG a 25 ml de solucién
amortiguadora de anticuerpos (soluciéon de
anticuerpo 1).

b) Descartar la solucién bloqueadora y
agregar la solucion de anticuerpo 1. Cubrir las
placas y sellartas con parafilm o cinta adhesiva
para evitar la evaporacion. Incubar toda la
noche.

c) Descartar la solucion de anticuerpo 1 y
lavar la membrana en 30 ml de T-TBS y en
aglitacion. Repetir 3 veces durante 3 minutos
cada vez.
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Mientras tanto, preparar ia solucién de an-
ticuerpo 2. Agregar la dilucion adecuada de
conjugado enzimatico anti-lgG \anticuerpo 2) a
25 mlde solucién amortiguadorade anticuerpo.
Poner en una placa petri limpla.

d) Remover la membrana después del tltimo
lavado y colocarla en la placa petri cun la
soluclén de anticuerpo 2. Incubar una hora.

e) Descartar la solucién de anticuerpo 2 y
lavar tres veces en T-TBS y una vez con buffer
de sustrato por tres minutos cada vez.

Durante el dltimo lavado, preparar la solucién
de revelado en un frasco protegido de la luz.
Utllizando guantes, agregar 100 ul de la
solucién stock de NBT a 25 ml de solucion
amortiguadora de sustrato. Mezclar blen.
Agregar gota a gota 100 ul de la solucién stock
de BCIP. Mezclar bien y colocarla en una placa
petri limpla.

f) Remover la membrana del Ulitimo lavado y
colocarla en la placa petri con la solucién de
revelado, teniendo cuidado de que la
membrana se encuentre completamente inmer-
sa en ella. Esperar de 15 a 30 minutos para
visuallzar la reaccién. Transcurrido ese tiempo,
paralizarla reacclion descartando la soluciénde
revelado y lavando la membrana con agua des-
tilada dos veces durante 10 minutos.

g) Secar la membrana sobre papel filtro y
almacenaria entre dos papeles filtro secos.

Nota: Algunas veces, la clorofila, pigmentos
U otras sustanclas colorantes en las muestras
pueden abscurecerse o enmascarar las reac-
clones positlvas. Por eso, para poder observar
estas reacclones la eliminacién de estos com-
puestos es necesarla. Pard ello, la membrana
debe ser sumergida en una solucién de leffa (2
a § %) o de hipoclorito de calclo (2%) durante
10 minutos. Enjuagar con agua destilada y
secar.
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Las Uridades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales improsos de estudio
para los profesionales Involucrados en actividades de capacitacion desarrolladas por el CIP y est
constitulda por una seris de fasclculos susceptibles a ser actualizados.
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3.3 DETECCION/SEROLOGIA

Fasciculo 3.3.8 Ensayos Serolégicos con Conjugades
Enzimaticos: Conjugado Enziméatico
de Peniciiinasa (PNC-DAS-ELISA)

INTRODUCCION

La prueba ELISA (Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay) en su modalidad DAS
(Double Antibody Sandwich) ha alcanzado
gran difusion como método rutinaro para la
detecci6n de virus de para.

Esta prueba serol6gica emplea complejos
enzima-anticuerpo a los que se les denomina
conjugados enzimaticos. Las enzimas em-
pleadas en DAS-ELISA tienen que producir
algun tipo de reaccién coloreada que permita
una evaluacion sencillla. En la actualidad ia en-
zima mas empleada es la fosfatasa alcalina,
que se obtiene del intestino de ternera y de
Escherichia coli.

A pesar de ser un método rapido y eficiente,
muchos palses del Tercer Mundo no pueden
hacer uso riguroso del DAS-ELISA en sus
programas de semilla debido al alto costo por
muestra. Gran parte de este costo se debe
principalmente a la enzima y al sustrato
enzimatico empleado: el p-nitrofenil fosfato.

En el CIP se ha ensayado la prueba DAS-
ELISA para la deteccion de virus de papa
empleando otra enzima, la penicilinasa (B-lac-
tamasay), de costo comparable al de la fosfatasa
alcalina pero que presenta la ventaja de
emplear un sustrato mucho mds econémico, el
complejo lodo-almidén-penicilina.

Febraro, 1993
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En sf, la prueba DAS-ELISA con penicilinasa
(PNC-DAS-ELISA) se basa en el método
iodométrico, el cual se vale del complejo yodo-
almidén comc indicador de pH. Este complejo
se forma por el arreglo de los a&tomos de lodo
entre las vueltas que forma la molécula de
almidén al estar en soluclon. Este complejo es
bastante estable y es de color azul.

Cuando la penicilinasa actia sobre la
penicliina se produce el acido penicilelico, que
actia como reductor del yodo del complejo y
lo torna totalmente Incoloro.

La prueba con penicllinasa, empleando el
menclonado sustrato, tiene una sensibilidad
Igual y, en muchos casos, superiorala obtenida
con fosfatasa alcallna al probarse con
purificaclones virales dilufdas en savia de plan-
tas de papa sanas.

Aunque esta prueba sélo sirva para
svaluaciones visuales, se presenta como una
alternativa muy econémica para ser empleada
como técenica de rutina.

PROCEDIMIENTO
1. Sensibilizacién de la placa.

a) Preparar la solucién amortiguadora de
cobertura (solucién amortiguadora carbonato
0,05M). Ajustar el pH a 9,6 con HCI 0,1M o con
NaOH 0,1M.

1,59 g Na2CO3

2,93 g NaHCO3

0,2 g NaN3*

Agregar agua destllada hasta completar 1
litro

* Opclonal; utilizar s6lo si la soluci6n va a

ser almacenada

b) Dlluir la 1gG de cobertura en la solucién
amortiguadora y mezclar bien (lalgG se puede
diluir hasta 1/1000).
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c) Llenar cada hoyo de la placa con 150 ul de
la dilucién de IgG. Cubrir la placa con cinta
adhesiva o colocaria dentro de una bolsa
plastica, selldndola con cinta adhesiva.

d) Incubar durante 3 horas a 37°C o a
temperatura de amblente durante 5 horas.

@) Eliminar la solucién de IgG de la placa,
sacudiéndola vigorosamente y secandola
sobre toallas de papel.

2. Bloqueo de Ia placa.

a) Preparar la solucién de bloqueo disolvien-
do 2% de leche en polvo o albimina de huevo
en soluclén amortiguadora fosfato salina (pH
7.4).

Solucién amortiguadora fosfato salino (PBS):

8,0 g NaCl

0,2 g KH2PO4

2,9 g NazHPO4.12H20

0,2 g KCl

0,2 g NaN3z*

Agregar agua destilada hasta completar 1
litro

PBS-Tween: agregar 0,05% de Tween 20
* Opclonal; utilizar s6lo si la solucién va a
ser almacenada

b) Lenar cada hoyo con 200 ul de solucién
de bloqueo. Sellar la placa de la forma men-
clonada anteriormente

c) Incubar la placa durante 1 hora a 37°C.

d) Lavar los hoyos de la placa con soluclén
amortiguadora de lavado (PBS-Tween) 3 veces
durante 3 minutos cada vez.

3. Colocacion de las muestras.

a) Colectar e Identificar las muestras en bol-
sas de plastico (esto puede hacerse uno o dos
dfas antes sl es que éstas pueden ser al-
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macenadas a 4°C). Utilizar cont-oles positivos
y controles sanos.

b) Preparar la solucién amortiguadora de
maceraclén: PBS-Tween con 2% de polivinii-
pirrolidona (PVP-40) y 1% leche en polvo o
albimina de huevo.

c) Agregar la solucién amortiguadora a las
muestras. Pueden diluirse en una proporcién
de 1:5 (peso de muestra : volumen de buffer).

d) Macerar las muestras con la ayuda de un
tubo de ensayo o un rodillo.

e) Uenar cada hoyo con 150 ul de muestra
(no olvidar los controles positivos Y sanos)
sigulendo un patr6n pre-establecido.

f) Cubrirla placa e incubarlaa 4°C o a tempe-
ratura de amklente durante toda la noche.

g) Lavar la placa con PBS-Tween hasta
eliminar todo rastro de savia de los hoyos.
Luego, lavar 3 veces més durants 3 minutos
cada vez.

4. Colocacién del conjugado enzimético.

a) Preparar la solucion amortiguadora de
conjugado: PBS-Tween 20 con 1% de feche en
polvo o albiimina de huevo.

b) Diluir el conjugado enzimético en la
solucién amortiguadora.

c) Uenar cada hoyo con 150 ul de la dilucién
del conjugado enzimético. .

d) Cubrir la placa e incubaria a 37°C durante
3 horas.

e) Lavar las placas 3 veces durante 3 minutos
cada vez.

5. Revelado e la placa.

Nota: la preparacién del sustrato debe em-
pezarse 1 hora antes del término del periodo
de incubacién de la placa con el conjugado
shzimdtico.

a) Preparar una solucién de almidén al 2% en
solucién amortiguadora fosfato g,2M ajustado
a pH 7,2 con HC1 0,5M 0 NaOH 0,5M.

b) Disolver el almidén calentandolo a fuego
directo. Defar enfriar agitando constantemente
para evitar la formacién de grumos.

c) Tomar 5 ml de la sclucion de almidon y
agregar 25 ml de solucién amortiguadora fos-
fato 0,2M pH 7,2 y 100 ul de la solucién stock
de "lodine" (200 mg de yodo, 5,32 g de yoduro
de potasio an 10 ml de agua destilada). Ajustar
el pH a 7,2. Esta soluclén es de color azul
purpura.

d) Agregar penicilina G a la solucién amor-
tiguadora de sustrato (esto debe hacerse
durante el 4ltimo lavado del conjugado
enzimético de la placa). Asegurarse que la
solucién esté completamente frfa.

e) Llenar cada hoyo con 150 ul de !a solucién
de sustrato y esperar la reaccion.

La reacclé6n es positiva cuando la solucién en
el hoyo se torna incolora, total o parcialmente,
en comparacion con el control sano que debe
permanecer de color azul oscuro a plrpura.

Nota: La reaccién comienza normalmente 10
minutos después de colocar el susirato.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTu),
os profesionales involucrados en aciividades d
constituida por una serie de fasciculos susceptibl

constituyen materiales impresos de estudios parg
e capacitacién desarrolladas por el CIP y estd
es a ser actualizados.
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3.4 DETECCION / PSTVd

Fasciculo 3.4.1 EIl Viroide del Tubérculo Ahusado de
ia Papa (PSTVd)

La enfermedad del ahusamiento del
tubérculo de la papa fue reportada por primera
vez por Martin en 1922. La designaclén
“"tubérculo ahusado" fue utilizada por los
agricultores de South Jersey (U.S.A) para
describir la forma de los tubérculos afectados.
Esta enfermedad es causada por el viroide del
ahusamiento del tubérculo de la papa (PSTVd,
por sus siglas en Inglés: "Potato Spindle Tuber
Viroid"). Este viroide consiste en una pequefia
molécula de RNA sin cépside proteica. A
diferencla de los virus que infectan papa, que
prefieren climas templados a frfos, PSTVd re-
quiere climas célidos para su muitiplicacion.
Las pérdidas en rendimlento que causa este
viroide varifan con el cultivar y el strain; con el
strain mds severo las pérdidas pueden llegar a
ser de hasta 65%.

Los sintomas de la enfermedad en papa
varfan en gran medida de acuerdo al cultivar de
papa infectado y alas condiciones ambientales.
En muchos casos, los sintomas follares son

_muy diflciles de detectar. Se ha reportado que
plantas de papa infectadas muestran habito de
crecimiento erecto, enanismo, coloracién
grisacea de las hojas, reduccién del 4rea follar
y rugosidad.

Los tubérculos Infectados sonelongados y en
algunos cultivares se observa el desarrollo de
extrermos puntiagudos, cuya presencia es una
caracteristica tlpica de la enfermedad. Otros
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sintomas que se puedsn observar en los
tubérculos son: hundimiento de ojos, desarrollo
de puntos necroéticos alrededor de las len-
ticelas, grietas superficlales y recrosls de la
pulpa. Notodos los tubérculos de plantas infec-
tadas muestran todos o algunos de estos
sintomas.

PSTVd se transmite muy facilmente en forma
mecanica a otro hospedero susceptible. En
condiciones de campo, una planta enferma
puede infectar a otra cercana por simple con-
tacto. El virolde tamblén puede ser transmitido
a otras plantas durante la realizacion de
précticas culturales y mediante el uso de her-
ramlentas contaminadas. También se transmite
por semilla boténica.

METODOS DE DETECCION

La detecci6n serolGgica de este virolde no es
posible debido a que carece de cublerta
proteica. Los sintomas foliares son dificiles de
detectar y en muchas variedades el tubérculo
no adopta la forma ahusada caracer(stica. Es
por ello que la detecclon de PSTVd requiere de
técnicas mas sensibles. Los métodos dis-
ponibles para la deteccién de PSTVd son los
sigulentes.

1. Prueba del tomate.
a. Prusba normal
b. Prueba de Yang y Hooker

Deteccli6n/PSTVd 3.4.1-pag.1
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¢. Prueba de confrontacién
2. Prueba en Scopolla sinensis
3. Electroforesis en gel de acrilamida (PAGE).

4. Hibridacién de acldos nucleicos (NASH,
"Nuclelc acid spot hybridization").

1. PRUEBA DEL TOMATE

a) Prueba normal. Esta prueba es muy simple.
El tejido de la planta que va a ser sometida a la
prueba se macera con agua destilada y luego
se Inocula mecénicamente en plantas jévenes
de tomate {Lycopersicon esculentum cv. Rut-
gers). Las plantas Inoculadas se colocanenuna
cdmara de crecimiento a 30°C hasta la
apariciéon de los sintomas. Los tomatss infec-
tados muestran Inicialmente epinastia,
rugosidad de las hojas (que posteriormente se
enrcilan), enanismo y apariciér de necrosis de
venas. Con el tlempo, la necrosis de las venas
se extlende a toda la hoja y ésta adquiere una
coloracién marrén. El strain severo de PSTVd
provoca sintomas muy claros; sin embargo, el
strain suave es dificil de detectar, ya que los
sintomas son leves y las plantas infectadas no
se diferenclan claramente de los controles
sanos.

b) Prueba de Yang y Hooker. Esta prueba se
lleva a cabo en forma similar que la anterlor,
excepto que las plantas Inoculadas se man-
tienena 24 - 30 °C bajo lluminacién flourescente
continua (100 ft-c). Las plantas de tomate infec-
tadas con PSTVd, ya sea con el strain severo o
suave, muestran albinlsmo. En el caso del strain
severo, las plantas tamblén muestran necrosis
de venas. Este método es mas sensible que el
anterior ya que detecta ambos strains de
viroide.

c) Prueba de confrontaci6n. Esta prueba es
una variaclon dela prueba normal para detectar
el straln suave de PSTVd. Se utilizantres plantas
de tomate (A, B, y C) en cada prueba. Primero
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se inoculan las plantas de tomate Ay B con la
savia de la planta que va a ser sometida a la
prueba. Si estas plantas muestran sintomas
severos de PSTVd, entonces la planta de papa
original esta infectada con el strain severo del
vircide. Silas plantas A y B no muestran ningtin
sintoma, se inoculan las plantas B y C con el
stialn severo de PSTVd y se mantlenen a 30 °C.
Después de 2 a 3 semanas, se observan los
sintomas delastres plantas (A, B, y C). La planta
C mostraré sintomas severos de PSTVd. S! la
planta 8 también muestra estos sintomas, en-
tonces la planta original no estaba infectada
con el viroide. Sl la planta B no muestra
sintomas, entonces la planta origina! estaba
infectada con el strain suave de PSTVd, que
evité que la planta B se infecte con el strain
severo del virolde debido a una proteccion
cruzada.

2. PRUEBA EN Scopolla sinensis

Scopolia sinensis es una planta que per-
tenece a la familia Solanaceae. Cuando esta
planta se inocula con PSTVd, se pueden obser-
var lesiones locales necroéticas después de la
infeccién. Las plantas utilizadas en esta prueba
deben encontrarse en un perfodo de cre<irnlen-
tovigoroso ydeben ser mantenidas conluzleve
(300 - 400 ft-c) a 18 - 23 °C. El desarrollo de los
sintomas toma de 8 a 14 dfas. Esta prusba es
de poco valor debido a los requerimientos
estrictos de temperatura y luz para mantener a
las plantas y a la dificultad para producir sus
samillas.

3. ELECTROFORESIS EN GEL DE
ACRILAMIDA (PAGE)

La separaci6n electroforética de RNA de bajo
peso molecular aislado de plantas en gel de
pollacrilamida es un método muy utilizado
hasta hace poco para la deteccion de PSTVd.
El protocolo de esta prueba se describe en hoja
aparte. La electroforesis es menos sensible que
la prueba del tomate por lo que se recomienda
una combinacléntomate-PAGE en detecclones
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de rutina para aumentar su sensibilidad. Este
método fue utilizado en el CIP hasta hace poco.
La savia de las plantas que van a ser sometidas
a la prueba se inaocula en aim4cigos de tomate
sanos y luego de 2 a 3 semanas se extrae el
RNA de bajo peso molecular de estos titimos
para realizar la prueba PAGE. La ventaja de este
método es que aun cuando la concentracién
del virolde sea baja en las plantas originales, en
los tomates Inoculados la concentracién se In-
crementa, y el viroide es faclimente detectado
por los sintomas producidos o mediante la
prueba PAGE.

Luego de teiiir el gel, el RNA de PSTVd se
puede localizar cerca del centro del gel, ya que
éste migra més lentamente que el RNA 9S. En
algunos casos, la banda del RNA 9S no es muy
visible, por lo que se recomienda utilizar con-
troles positivos y sanos en la corrida. La
muestra positiva se puede identificar
comparandola con los controles.

4. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS
(NASH)

Desde 1983, el CIP ha adoptado esta técnica
para trabajos de rutina deblido a su alta sen-
sibilidad y por la facllidad de poder analizar un
gran nimero de muestras al mismo tiempo.
Antes de poder aplicar esta técnica es
necesario cumplir con una serie de requisitos:

a) Producir un cDNA de hebra simple com-
plementario a la secuencia de PSTvd (PSTVd-
cDNA).

b) Disponer de una gran cantidad de PSTVd-
cDNA. Esto se logra mediante su clonamiento
en un vector (por ejemplo un plasmido) y su
introduccién en una bacteria E. coll donde el
plasmido se multiplicara. El bacteriéfago M-13
también ha sido utilizado como vector.

c) Aislar el PSTVd-cDNA de la bacteria y mar-

carlo con un is6topo radlactivo. Recientemente
dos compafifas comerciales han desarrollado

Febrero, 1593

un marcador no radiactivo que puede ser
utilizado en su lugar.

El principio basico de la prueba depende de
la habilidad del PSTVd-cDNA de formar un
hfbrido con la molécula de PSTV1 inmobilizada
en una membrana, ya sea liquida o sélida.
Debido a la presencia del marcador radlactivo
en ¢l cDNA, este hibrido puede ser detectado
mediante una autoradlograffa en una placa
fotogréfica. La presencia del hibrido radiactivo
indica que la muestra orlginal se encontraba
infectada con el viroide.

Lo3s experimentos realizados en el CIP indican
que este método es diez veces mas sensible
que la prueba PAGE y que puede detectar al
virolde en una semilla infectada de un lote de
clen. El desarrollo de esta prueba fue posible
graclas ala colaboracién en la investigacion del
Dr. R. A. Owens.

En este momento, el uso de marcadores
radiactivos en la prueba es una limitaci6n. En el
CIP se estan probando los marcadores no
radiactivos que expenden las compaiifas com-
erciales para evaluar su eficiencia y adap-
tabllidad en la deteccién de PSTVd. Hasta que
el método no radiactivo esté disponible, el CIP
se ha ofrecldo a analizar las muestras pro-
venientes de programas nacionales. Sin embar-
go, esto sblo es posible si las muestras son
colocadas en una membrana y enviadas por
correo al CIP. EI CIP dispone de equipos que
incluyen membranas de nitrocelulosa y
soluciones tamp6n requeridas para la

" extraccion de las muestras. Los que estén in-

teresados pueden hacer sus pedidos al Dr. Luis
F. Salazar en el CiP, Lima, Perd. Para mayor
informacién, referirse al capftulo de Hibridacién
de Acidos Nucleicos.
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Fasciculo 3.4.2 Deteccion de PSTVd por
Electroforesis en Gel de Acrilamida

La separaclén electroforética en geles de
poliacritamida de RNAs de bajo peso molscular
aislado de plantas, es un método que hasta
hace poco fue muy utilizado para la detecclén
del virolde del tubérculo ahusado de la papa.
Este método, junto con la prueba del tomate,
puede ser utilizado en trabajo de rutina para
detectar PSTVd.

1. Preparacion de soluciones stock.
a) EDTA0,1M

Disolver 33,62 g de EDTA en 1 litro de agua
destilada (su disolucién es lenta).

b) Hidréxido de amonio 4M

Tomar 140 ml de NH4OH y completar hasta 1
litro con agua destilada. Homogeneizar bien.

¢) Cloruro de litio 10M

Dlsolver 423,9 g LICl en 1 litro de agua des-
tilada (volumen final).

2. Preparacion de las muestras.
Todo el trabajo debe realizarse a baja

temperatura (sobre hielo). Preparar la solucién
amoutiguadora de extraccion:
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60 ml de LiCl (10 M)

20 ml de EDTA (0.1 M)
20 mi de NH40H (4 M)
50 ml de agua destilada

Utilizar 1,5 ml de solucién amortiguadora de
extraccl6n por cada 0,5 g de muestra. Macerar
y extraer la savia, colocéndola en un iubo ep-
pendorf. Agregar Igual cantidad de fenol
saturado y agitar bien con la ayuda de un
agitador de tubos (v6rtex).

Centrifugar a 9 000 rpm durante 10 minutos.
Recuperar la fase acuosa (parte superior) y
agregar 2 1/2 volumenes de etanol absoluto.
Guardar a -20°C en la congeladora durante
toda la noche.

Al dfa siguiente, centrifugar a 10 000 rpm
durante 10 minutos y resuspenser el sedimento
en 2 gotas de soluclon amortiguadora fosfato.

3. Preparacioén del gel de acrilamida.

Para la preparacion de! gel de acrilamida es
necesarlo tener las sigulentes soluciones:

a) Solucion amortiguadora de electroforesis
(5X):
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TRIS base 0,18M 109g 21.8g

Fosfato de sodlo
monobasico
(NaH2P04.H20) 10,35g 20,7¢g

EDTA 0,005M 0,73g 146g
H20 dastilada

hasta un volumen
final de 500mi 1000 mi

b) Soluclén de acrilamida:

15% de acrilamida
(especlalmente
purificada) 15¢g 150 g

0,75% N N Methylene-
bisacrylamida
(purificada) 0,75g 759

H20 destilada
hasta volumen
final de 100ml  1000m!

¢) Soluclén fresca de persuifato de amonio al
10%. Cisolver 1,25 g de persulfato de amonio
en aguadestilada a un volumen final de 12,5 ml.

Preparar el gel en un Efenmeyer de 250 ml.
La concentracion utilizada para la deteccion de
PSTVd es de 5%, eso quiere decir que a cada
50 mi de acrilamida se debe agregar 30 m! de
solucion amortiguadora de electroforesis 5
veces concentrado (5X) y 67 ml de H20 des-
tilada.

A esta soluclén se le agrega 0,25 ml de
TEMED (catalizador) y 2,5 ml de una solucién
fresca de persulfato de amonio al 10%. Agitar
suavemente toda la mezcla durante un minuto.

Verter toda la mezcla en el tanque de

electroforesis y colocar el peine. Esperarde 5 a
10 minutos para que el gel se polimerice.
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Una vez polimerizado, retirar el pelne
culdadosamente e Inmediatamente colocar el
tanque en posicién horizontal. Agregar
solucién amortiguadora de electroforesls 1X en
ambos tanques (arriba y abajo). Realizar una
pre-corrida por media hora a 100 v.

4, Colocacién de las muestras.

Agregar a cada muestra 1 gota de glicerol (6
2 gotas de sucrosa a 50% en soluclén amor-
tiguadora de electroforesis) y 1 gota de
"bromofenol biue" al 1% (en solucién amor-
tiguadora de electroforesis). Mezclar bien.

Con la ayuda de una pipeta pasteur o un
micropipetor, colocar cuidadosamente cada
una de las muestras en los hoyos dejados por
el peine.

Correr el gel a 100 v hasta que el frente de
bromofenol biue esté a 0,5 cm del final del gel.

5. Tincién del gel.
a) Tinclén con azul.

Disolver 0,03 g de Toluidine BLUE en 300 ml
de H20 destilada. Verter el tinte en el depésito
que contiene el gel y agitar durante toda la
noche. Al dfa siguiente, hacer varios lavados
con agua hasta poder visualizar las bandas.
Leer el resultado sobre un fondo de luz.

b) Tinclon con bromuro de etidio.

Utilizar guantes. Preparar una solucién stock
de 10 mg/ml de bromuro de etidio. En una placa
petri de vidrio con suficlente capacldad para
contener al gel, mezclar 300 m! de agua des-
tilada y 60 ul de la solucién stock. Colocar el gel
con mucho cuidado dentro de la solucion del
tinte. Teiir durante 10 a 15 minutos y leer el
resultado bajo luz uitravioleta.

Eliminar el tinte de la siguiente forma:
adiclonar 100 mg de carbén activado en polvo
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por cada 100 m! de solucién de bromuro de
etidio. Almacenar la mezcla a temperatura am-
biente durante 1 hora, agitando de vez en cuan-
do. Filtrar a través de papel filtro Whatman N° 1
y eliminar el liquido. Colocar el pape! filtro con
el carbon activado en una holsa de pléstico
sellada y eliminaria en un reciplente adecuado.

c) Tinclén con nlirato de plata.

Utilizar guantes en todo momento. Preparar
las siguentes soluciones:

-Nitrato de plata (340 mg en 200 mi de agua
destilada)

-Etanol al 10% (50 ml de etanol absoluto en
450 ml de agua destilada).

-Acldo acético al 0,5% (2,5 m! de &cido
acético en un volumen final de 500 ml de agua
destilada).

-Revelador;

3 g de hidréxido de sodio (NaOH)
17 mg de borohidruro (NaBHs)
0,8 mi de formaldehido 37% (HCHO)

Completar a 200 ml con agua destilada

-Solucién de carbonato de sodio (1,48 g de
CO3Naz en un volumen final de 200 ml de agua
destilada estéril).

Para el revelado, lavar el gel dos veces
durante 5 minutos cada vez con etanol al 10%
y después con nitrato de plata durante 15
minuntos. Enjuagar con agua destilada de 4 a
5 veces durante 15 segundos.

Revelar durante 1 a 5 minutos (como méximo)
con soluclén de revelado. Parar reaccién
durante 5 minutos introduciendo el gel en agua
destilada.
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NOTA: Usar esta metodologla tnlcamente
con geles delgados (2 mm o menos de grosor).

6. Preparacién de fenol saturado.
a) A partir de fenol liquido.

Agregar 0,1% de 8-hidroxiquinolina y 10% de
m-cresol al fenol liquido y agitar durante 1 hora.

Para estabilizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados
(agregar solucién amortiguadora, mezclar,
esperar separacion de fases y eliminar la
solucién) con solucién amortiguadora Tris (1M)
pH 8, y luego con 0,1 M de Tris pH 8 hasta que
el pH dela solucién de fenol sea mayor que 7,6.

Almacenar a 4°C. En estas condiciones es
estable durante 1 6 2 meses. La solucién se
mantiene estable por 1 mes a 4°C.

b) A partir de fenol cristalizado (para 500 g).

Agregar directamente a la botella que con-
tiene el fenol 140 ml de agua destilada. Una vez
disuelto, agregar 10 % de M-Cresol y agitar
durante 1 hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxi-
quinolina y agitar nuevamente por 1 hora.

Dejar a temperatura ambiente toda la noche.
Al dfa sigulente estabilizar el pH como para el
fenol liquido.

NOTA:Todo este trabafo debe realizarse bajo
una campana extractora. Usar guantes gruesos
y una mascarilia. El fenol puede causar
quemaduras y es téxico. Usar ientes espe-
clales cuando se realiza la mezcla.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.4 DETECCION / PSTVd

Fasciculo 3.4.3 Hibridacién de Acidos Nucleicos

Los virus son complejos de protefnas y 4cidos
nucleicos Infecclosos capaces de dirigir su
propla replicacién al infectar una célula hos-
pedera especfiica. Los viroldes se comportan
de una forma similar, pero estdn compuestos
solamente por 4cidos nucleicos circulares sin
cublerta proteica.

La estructura quimica de los écldos nuclelcos
y su conformacioén molecular han hecho
posible desarrollar reclentemente las técnicas
de hibridacién que permiten detectar la exist-
encia de los virus y viroldes con niveles de
sensibllidad y especificidad muy altos.

a) Base nitrogenada. Puede sar derivada de
una purina (adenosina o guanina) o de una
pirimidina (cltosina, uracllo y timina).

NI s le

Pirinidine Citoming Uracilo Tinine
[ ? 2

E-N N NN
N N L
O IEG & ,h,»flk
5% & NooH oW
Purine Adenlne Buanina

Baso1 niirogenadas de los &cldos nuclelcos

b) Pentosa. La desoxirribosa en el caso del

& P
| N
opmo | Citosina
°\m2° N)QO
N4
opamo l ), Uracilo
CHy N 0
~.
0 o
<. Ganina
o {'o"‘E N~ N&Lm_‘,
4 1
T2

DNA y la ribosa en el caso de RNA.

& CH20H CH0H

OH OH
0
4 1
32
H

2~deoxiribosa Ribosa

Pentosas presentes en loc écidos nucleicos

c) Acido fosférico. Proporciona la energla

Cadana de nucleéticos del RNA

Los acidos nucleicos son moléculas for-
madas por cadenas de monémeros llamados
nucleé-tidos. Cada nucledtido contiene tres
componentes caracteristicos:
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necesaria para la formacién de los enlaces
fosfodiester en la cadena de nucle6tidos.
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Buanosina-6'-1rifosfato

Qupo trifosfato componente de los nucleéticos

o0

2
Liberacién de la energia dol écido fosférico para la
formacién del entace fosfodiéster

Las bases nitrogenadas forman pares de
bases mediante puentes de hidrégeno. La
adenina s8 une con la timina o el uracilo
mediante dos puentes de hidrégeno, mientras
que la citosina se une con la guanina mediante
tres puentes de hidrégeno.

[)\r‘ Moy M
/u\rh\“_ e
mvmm ‘\u "\>
i
Adanine
i
(\r—"\u .......
L . S
Mc{- M J "
Citosine "\TA" "
¥ Anscr
Sanine

Unién de basaes nitrogenadas mediante puentes do
higrégeno

Es posible obtener cadenas dobles de DNA,

cadenas dobles de RNA y cadenas dobles mix-
tas de DNA-RNA, Estas cadenas dobles tienen
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una conformacién tridimensional de doble
hélice. Las dos hebras pueden separarse
faclimente cuando se rompen los enlaces de
hidrégeno entre las bases apareadas.

T -
A -
A~
T -
A~
cC-
c -
G -
G~
c -
c -
c -

0O O D <4 D D =
L]

- o0 0000 0O =D -4 -4 D
>0 000 3 OOD»C D»DC
]

C o o000 06 o0 c>d®@»ccD
[+
'

1
IEQQDDOQDCDCC]D

D 00 0o
1

z
Z

DA ~ DNA RNA =~ RNA

M =A,T,G,C
RMA =R, U,0Q,C

Cadenas doble de DNA, RNA, Y DNA-RNA

La desnaturalizacién puede lograrse calen-
tando la solucién de DNA o aftadiendo un alcall
o 4cldo para ionizar las bases. Sila solucién se
enfrfa lentamente o se contrarresta el grado de
pH, las hebras de DNA vuelven a aparearse y
ocurre la renaturalizacién de la doble hélice. El
desenrollamlento o fusién de DNA se traduce
en unincremento de su absorbancia a 260 nm.,
efecto que se denomina hipercrémico.

.-~ Fheoaramniento
Ch b inicial de bases

Desnaturalizacién y renaturalizaclén de écidos
nucleicos
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Latemperatura de fusién (Tm) se define como

aquella en la cual se disocla la mitad de la s
estructura helicoidal. e //"
g 12 -
El aspecto méas importante de la doble hélice 2 1 /I
es la especificidad de sus bases; una hebra es g o =

complementaria a la otra. SI una muestra de . -~ r—~ = T
acldo nuclelco desnaturalizado se fija en un
membrana de nitrocelulosa y ademds se pone
en contacto, bajo ciertas condiclones de Temperatura de fusién de écidos nucleicos de doble
temperatura y fuerza I6nica, con otra muestra cadana

desnaturalizada, ocurrira la hibridaclén si las

hebras son complementarias entre si.
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Hibridacién sntre dos écidos nuclelcos de cecuencia nuclesdtica compimentaria dada por la espsclalidad de las
bases nitrogenadan

Las Unidades Técnicas de Capacitacion (TTU), constituyen materlales impresos de estudios para
os profesionales involucrados en actividados de capacitacién desarrolladas por el CIP y est4
constitulda por una serle de fasclculos susceptibles a ser actualizades.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.4 DETECCION / PSTVd

Fasciculo 3.4.4 Preparacion de Muestras para la
Deteccion de PSTVd mediante
Hibridacion de Acidos Nucleicos

Antes de realizar el anélisls de las muestras,
leer cuidadosamente las instrucciones y
verificar si se dispone de todo el material

necesario para completar la prueba.

1. Tratamiento de las membranas de
nitrocelulosa

Advertencia: las membranas de nitrocelulosa
son téxicas; se daebe tener mucho culdado al
manipularlas y en todo momento se debe
utilizar guantes y pinzas. No tocar las
membranas con los dedos ya que las im-
presiones digitales pueden producir reac-
ciones inespecificas.

Cortar las membranas en un tamaro
adecuado segtn el nimero de muestras (12 x
16 cm para 150 muestras). Trazar cuadrados de
1 cmde lado con un lapicero. Remojar en agua
destilada y lavar 2 veces durante diez minutos
cada vez en SSC 20X*.

*Nota: para desarrclliar la prueba utilizando el
procedimiento no radiactivo, lavar las mem-
branas como se indica pero utilizando SSC 10X.

Colocar las membranas sobre papel filtro y
dejar secar completamente a temperatura am-
blente o bajo una lampara.

2. Preparacion de las muestras

Cuando se colecten las muestras en bolsas
de plastico, recordar siempre que deben ser
identificadas apropladamente.

a) Hojas y brotes:

Colectar las muestras en bolsas plasticas
(hojas de la parte apical de la planta - 1 § 2
foliolos - y brotes de cualquier parte del
tubérculo).

Nota: Las muestras de hojas o brotes nunca
deben ser congeladas a -20°C antes de ser

§SC 20X
NaCi 3M 175,32 g
Citrato de sodio dihidratado 0,3M 88,23 g

Disolver en 800 m! de agua destilada. Corre-
gir el pH a 7,0 con NaOH. Agregar agua des-
tilada hasta un volumen final de 1 000 m!

procesadas. Se pueder guardar en una
refrigeradora comln a 4°C durante dos dias
como maximo. Los tubérculos almacenados a
4°Ctienen que estar porlo menos dos semanas
a temperatura ambiente antes de ser
procesados.

Macerar la muestra en la bolsa con 2
volimenes de solucién amortiguadora de
extracclon (2 ml por gramo de muestra) y trans-
ferir la savia a un tubo de ensayo o Eppendorf
mantenido sobre hielo.

Febrero, 1993
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Solucién amortiguadora de extraccion

1) Formaldehido al 37% 49,4 ml
© 88C 10X 50,6 mi
2)* K2HPO4 200 mM
DIECA i0 mM
DTT 5 mM
Tritén X-100 1%

(*inclulda en los kits)

Agregar inmediatamente 1/2 de volumen de
fenol saturado (ver apéndice a para su
preparacién) y 1/2 de volumen de cloroformo;
mezclar blen con un agitador de tubos (vortex).
Procesar las muestras restantes.

Precauciones: el fenol debe ser utilizado
cuidadosamente ya que puede causar
quemaduras en la plel. Si esto sucede,
lavarse con abundante agua y jabén y luego
tratar la quemadura con etanol.

Dejar los tubos en la refrigeradora a 4°C
durante toda la noche o centrifugar durante 5
minutos a una velocidad mayor de 2 000 rpm
para separar las fases.

Con la ayuda de un pipetor o una pipeta
Pasteur, colocar de 3 a 5 ul 6 una gota del
sobrenadante claro (o = 0,4 cm) sobre la
membrana de nitrocelulosa. identificar las
muastras en la membrana utllizando una hoja
de datos como gufa.

Hornearlamembrana a 80°C durante2 horas.
Guardarla en un lugar seco hasta el momento
de la hibridacion.

Nota: Para desarrollar la prueba uttlizando el
sistema no radiactivo, es improtante centrifugar
slempre las muestras durante 5 minutos a 8 000
-10 000 rpm para separar las fases y obtener un
sobrenadante mas limplo.
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b) Semilla botanica:

Poner la cantidad adecuada de semillas (ver
Apéndice b) en untubode vidrio. Cada muestra
no debe contener mas de 100 semillas. Em-
beber en agua destilada durante 2 horas como
minimo o durante toda la noche.

Pasar las semillas a mortero, drenar el agua
con una pipeta Pasteur o inclinando el mortero
y afadir soluci6n amortiguadora de extraccion
(0,5 ml por cada 25-50 semillas).

Macerar completamente y pasar a tubos de
ensayo o Eppendorf mantenidos sobre hielo.

Agregar inmediatamente 1/2 de volumen de
fenol saturado (ver apéndice a para su
preparacién) y 1/2 de volumen de cloroformo;
mezclar bien con unagitador de tubos (vortex).
Procesar las muestras restantes.

Precauciones: el fenol debe ser utilizado
cuidadosamente ya que puede causar
quemaduras en la piel. Si esto sucede,
lavarse con abundante agua y jab6n y luego
tratar la quemadura con etanol.

Dejar los tubos en la refrigeradora a 4°C
durante toda la noche o centrifugar durante 5
minutos a una velocldad mayor de 2 000 rpm
para separar las fases.

Con la ayuda de un pipetor o una pipeta
pasteur, colocar de 3 a 5 ul 6 una gota del
sobrenadante claro (o = 0,4 cm) sobre la
membrana de nitrocelulosa. Identificar las
muestras en la membrana utilizando una hoja
de datos como gufa.

Hornearia mambrana a 80°C durante 2 horas.
Guardarla en un lugar seco hasta el momento
de la hibridacion.

Nota: Para desarroliar la prueba utilizando el
sistema no radlactivo, es improtante centrifugar
slempre las muestras durante 5 minutos a 8 000
-10 000 rpm para separar las fases y obtener un
sobrenadante mas limpio.
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3. Apéndice

a) Preparacién de fenol saturado

Precaucion: Trabajar bajo una campana
extractora. Usar guantes gruesos, lentes
especiales y una mascarilia. El fenol puede
causar guemaduras y es muy téxico cuando
8o realiza la mezcla.

Apartir del fenol liquido:

Agregar 0,1% de 8-hidroxiquinolinay 10% de
m-cresol en el fendl Ifquido. Agitar 1 hora. Para
establlizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados
(agregar la solucién amortiguadora, mezclar,
esperar separaclén de fases y eliminar la
solucién) con solucién amortiguadora Tris-HCI
1M pH 8,0, luego con 0,1M Tris-HCl pH 8,0
hasta que el pH de la solucién de fenol sea
mayor que 7,6.

Para preparar la solucién amortiguadore Tris-
HC! 1M pH 8,0, disolver 121,1 g de Tris en 800
mide agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 utilizan-
do HCI 0,1N (aproximadamente 29 mi) y
agregar agua destilada hasta llegar a un
volumen final de 1 000 ml. Esterliizar en
autoclave.

A partir del fenol cristallzado (para 500 g):

Agregar 140 m! de agua destilada directa-
mente a la botella que contiene fenol. Una vez
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1
hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxiquinolina y
agitar 1 hora més. Dejar a temperatura am-
biente toda la noche.

Al dfa siguiente estabilizar el pH como en el
caso del fenol liquido. Almacenar a 4°C en
botellas de vidrio de color ambar. En estas
condiciones el fenol saturado es estable por
uno o dos meses.

b) Cantidad de semilla que debe probarse

de acuerdo al tamafio del lote y con tres
niveles de precigién
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Nota: Ya que cada muestra a probar debe
tener un maximo de 100 semillas, cada vaz que
se requlera probar mas de 100 semlllas, la
muestra puede dividirse en submuestras. Por
ejemplo, sl se requlere probar 139 semiilas,
deben tomarse dos submuestras de
aproximadamente 70 semillas cada una. Para
probar una muestra de 3 457 semillas, ésta
debe ser dividida en 34 6 35 submuestras de
100 semillas cada una.

Namero de semillas  Nivel de precigién
en al lote deseado

10% 5% 1%
<25 Probar cada plantula

26-99 Probar el 20% del lote
100 26 58 97
250 31 a9 233
500 32 109 437
750 33 117 617
1000 34 121 775
2000 35 130 1267
5000 35 136 2044
10 000 35 136 2569
100 000 35 139 3342
200 000 35 139 3398
300 000 35 139 3417
400 000 35 139 3327
500 000 35 139 3433
1000 000 35 139 3445
10 600 000 35 139 3,457
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3.4 DETECCION / PSTVd

Fasciculo 3.4.5 Preparacién de Sondas con 32p
Mediante el Sistema de Transcripcién

Esta técnica de deteccldn de PSTVd estd
basada en la hibridacién de una molécula alta-
mente radiactiva de RNA complementario al
PSTVd, con el PSTVd presente en la muestra
previamente fljada en una membrana de
nitrocelulosa. El hibrido resultante es detectado
medlante una autoradiograffa.

1. Marcaje (RNA-transcription)

El sistema de transcripcién es un proceso
medianta el cual el mensaje genético contenido
en una molécula de DNA es transcrito en forma
de RNA. Este método esta limitado a secuen-
clas clonadas dentro de vectores especfficos
atiles para este fin.

La transcripcion requiere de la presencla de
un promotor (por ejemplo, SP6 6 T7)
reconocido por la RNA polimerasa correspon-
diente, y la secusncia de cDNA tiene que estar
ublcada luego del promotor.

Para asegurar la sintesls de tnicamente la
secuencla deseada, el plasmido es linearizado
inmediatamente daspués de la secuencia
clonada, de este modo, la transcripcién em-
pieza en correspondencia del promotor, sigue
a lo largo de la molécula clonada y se inter-
rumpe en el punto de linearizacion,

Si en la mezcla uno de los nuclettidos se
encuentra en forma radiactiva o marcada, éste
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seré Incluido en la sintesis de la nueva molécula
de RNA. La degradacién del plasmido utilizado
como molde por accién de una DNasa permite
obtener el RNA marcado enforma pura. Para el
marcaje se utlliza el "Riboprobe Gemini System
I (Promega) y nucleétido radlactivo "Uridine-
5'"-triphosphate” ( 32P. actividad especffica: 650
Cif mmol, concentracién: 10 mCi/mi).

Advertencia: el desarrollio del método plde
la utllizacién de material radlactivo. Usar guan-
tes en todos los pasos y tener el culdado
necesario para un manejo seguro. El materlal
radlactivo tlene que ser eliminado en reciplen-
tes aproplados y almacenados siguiendo las
Indicaciones de la Instituclén responsable de
la se:guridad nuclear. El tiempo de vide media
del ““P es de 14 dias; en consecuencia, el
tlempo minimo de almacenamlento rara que la
radlactividad sea nula es de aproximadamente
4 a 5 meses.
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Mezclar en un tubo Eppendortf a temperatura
amblente en el mismo orden lo sigulente:

5X "transcription buffer" 44
DTT 100 mM 2ul
RNasin (Promega) 1ul
GTP 10mM 1ul
ATP 10 mM 1ul
CTP10mM 1d
a*2P-UTP 10 mCim! (70 uCl) 7ul

RNA polymerase (SP6 6 T7, segun el
promotor contenldo en el plasmido,
15-20 unidades/ul) 1ul

Plasmido linearizado (=1 ug) 24l

a1,5mRa 10X) y voitear el tubo Eppendorf para
sacar el pellet.

Resuspender el pellet en 100 ul de T1gE1 con
1% de mercaptoetanol y mezclar blen. Guardar
a -70°C hasta su utllizacién.

2. Medicién de la incorporacién

Cortar papel fiitro 3SMM Whatman en cua-
drados de 2 por 0,5 cm. Colocar 1 ul de RNA
marcado en el centro de! papel y dejar secar
completamaente.

Lavar el papsel filtro como sigue:

2 vaces durante 5 minutos en TCA al 5%
1 vez durante 5 minutos en etanol al 70%
1 vez durante 5 minutos en etanol absoluto

Mezclar bien y centrifugar brevemente. In-
cubar a 38°C durante 120 minutos en bafio
marfa. Agregar 1 ul RQ1 DNasa (1 unidad/ul) e
Incubar a 37°C durante 20 minutos. Luego
adiclonar 179 ul ddH20 y mezclar.

Agregar 100 ul de fenol saturado y 100 ul de
cloroformo. Mezclar en agitador de tubos
(vortex) y centrifugar durante 2 6 5 minutos.

Pasar el sobrenadante a un nusvo tubo Ep-
pendorf y agregar 200 ul de cloroformo.
Mezclar en agitador de tubos (vértex) y
centrifugar durante 2 6 5 minutos.

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo Ep-
pendorf y agregar 20 ul de acetato de sodio 3M
pH 5.2 y 550 ul de etano! frio.

Mezclar y poner a -70°C por 30 minutos o
més. Luego descongelar 5 minutos y
centrifugar durante 15 minutos a 14 000 rpm,
aproximadamente. Eliminar el sobrenadante
(chequear a 10 cm de distancia; el
sobrenadante debe medir 0,5 mR; el pellet de 1
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Dejar secar completamente. Colocar e! papel
filtro dentro de la tapa de plomo utilizada para
el transporte del nucle6tido radiactivo. Colocar
el contador Geiger sobre la tapa y medir la
radiactividad como se muestra en el cuadro al
final de la pagina siguiente.

3. Hibridacién

Poner la membrana en una bolsa piastica
especffica para este fin, sellar la boisa y cortar
una esquina. Para una membrana de 12 x 16
cm, poner 9,6 ml de solucién amortiguadora de
hibridacién enla bolsa, cerrar e incubar en bafio
marla a 55°C durante 10 minutos.

Solucién amortiguadora de hibridacién

Solucién stock x40ml  Conc. final
Formamida desionizada 20 ml 50%
Cacodilato de

sodio 200 mM 5ml 25 mM
SDS al 20% 0,25 mi 0,125%

Completar con H20 hasta volumen final

Deteccién/PSTVd 3.4.5-pag.2
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Desnaturalizar el "calf-thymus DNA" (stock: 6
mg/ml) calentandolo a 100°C durante &
minutos; colocarlo iInmediatamente sobre hielo.

Agregar 1 mi de “calf-thymus DNA" en la bolsa
y mezclar blen. Incubar a 55°C durante 10
minutos.

Agregar 2,4 mi de sulfato de dextran (previa-
mente calentado a 55°C, stock al 50%) e in-
cubar a 55°C durante 10 minutos mas.

Agregar la cantidad adecuada de sonda (cal-
culada como ya se Indicé) para obtener una
concentracién final de 400 000 CPM/ml de
soluclon amortiguadora de hibridacién (por
ejemplo: 9,6 + 1 + 2,4 = 13 ml).

Mezclar bien los componentes, sellar la bolsa
pléstica evitando la formaci6n de burbujas de
alre. Incubar, a 55°C en el caso de viroldes y a
45°C en el caso de virus, en baito marfa durante
toda la noche.

Al dfa sigulente, retirar la bolsa, cortar una
esquina y retirar la soluclén amortiguadora de
hibridaclén (cuidado, es altamente radlactiva y
tlene que ser eliminada en un reciplente
aproplado).

3. Lavado

Los pasos de lavado se deben realizar en una
bandeja metélica y utilizando un agitador
rotatorio. Luego de su utilizacion, las
soluciones de lavado deben ser eliminadas
segun lo Indicado.

Solucién amortiguadora de lavado N°1
NaCl 0,36M (21 g/)
Tris base 20 mM (2,4 g/l)

HCI 1,48 miA (diluir 1,75 ml de HCl al 37%
en 10 ml de agua y de éstos usar 8 ml)
SDS0,1%

Solucién amortiguadora de lavado N°2

§8C0,1X
SDS0,1%

Solucién amortiguadora de lavado N°3

§SC 2X

Lavar como sigue:

2 veces durante 20 minutos en solucion
amortiguadora N°1 a temperatura ambiente

1 vez durante 30 minutos eit solucién
amortiguadora N°2 en bafio marfa a 65°C

2 veces durante 10 minutos en solucion
amortiguadora N°3 a temperatura ambiente

1 vez durante 20 minutos en 100 mi de
soluclén amortiguadora N°3 con 20 ul de
RNasa (stock: 10 mg/mi) a temperatura
amblente (concentracién final de 2 ug/mi)

1 vez durante 20 minutos en solucién
amortiguadora N°2 en baito marfa a 50°C

Alterminar los lavados, secar las membranas
‘bajo una lAmpara que emane calor moderado
0 a temperatura ambiente.

Medicién de la radiactividad (célculo ce los CPM - "Counts per Minute")

mR | Ampl { mRxAmpl mR totales x 2500 | PMx 17,8 400 000 ul/ml x ml
= mRtotales| = CPM = CPM/ul CPM/ul S. hibridacién
= ul/ml = ul totales
Febrero, 1993 Detecci6n/PSTVd 3.4.5-pag.3
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4. Autoradiografia

Colocar la membrana seca en el cassette
(trabajar cuidadosamente y con guantes; la
membrana es radiactiva) y fljara con cinta ad-
heslva en las esquinas para evitar que se
mueva. Cubrir la membrana con plastico no
electrostatico para evitar la contarninacién de
la placa fotogréfica.

Los sigulentes pasos deben realizarse en un
cuarto oscuro provisto de luz roja aproplada
(luz con filtro GBX-2) y utilizando guantes:

a) Posiclonar una placa fotogréfica (Kodak
X-Omat AR 6 similar) sobre de la membrana y
cubrir con "intensifying screen".

b) Cerrar el cassette.

c) Poner a-70°C durante el tlempo adecuado,
generalmente 24 horas.

d) Retirar del congelador y desarrollar al
momento.

e) Sacar la placa fotografica del cassette en
un cuarto oscuro y cortar una esquina para
identificar la posicion original dentro del cas-
sette.

f) Desarrollar durante 2 minutos en
"developer” (soluci6n de desarrollo) en una
bandeja de metal a 22-23°C agitando las
membranas suavemente.

@) Enjuagar brevemente en agua.

h) Colocar las membranas en “fixer" durante
2 minutos (solucién fijadora).

) Lavar con abundante agua corriente (bajo
el cafo ablerto) y finalmente enjuagar con agua
destilada.

J) Secar las placas.

Identificar los resultados colocando la placa
fotografica encima de la membrana y localizan-
do la posicién de las manchas de los positivos.

5. Preparacion de soluciones
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a) SSC 20X (1 litro)

175,32 g de NaCl (3M)
88,23 g de citrato de sodio dihidratado (0,3M)

Disolver en 800 ml de agua destilada. Corregir
o pH a 7,0 con NaOH. Llevar el volumen a 1
litro. Si es necesarlo, esterilizar en una
autoclave.

b) Formamida desionizada (200 ml)

Mezclar 200 ml de formamiday 7 g de "mixed-
bed, ion-exchange resin" (Blo-Rad AG 501-X8,
20-50 mesh) en un beaker. Agitar lentamente
cun un magneto durante 1 6 2 horas a
temperatura ambiente. Filtrar a través de papel
filtro Whatman N°1. Repetir esta operacién con
7 g mas y filtrar. Dividir en allcuotas y guardar a
-20°C.

c) SDS 20% (100 mi)

Disolver 20 g de "electrophoresis-grade SDS"
en 90 ml de agua destilada. Calentar a 68°C
para facilitar la disolucién. Corregir e pH a 7,2
con HCI concentrado. Lievar el volumen a 100
mi. No se necesita esterllizar.

d) Acetato de sodio 3M pH 5,2 (10 mi)

Disolver 2,46 g de CH3COONa (PM 82,03) en
8 mlde ddH20 y corregir el pH a 5,2 agregando
CH3COOH. Completar a 10 ml con ddH20.
Esterilizar en autoclave.

e) Solucién amortiguadora cacodilato de
sodio (200 mM)

Solucién stock X100 ml Conc. final
Cacodilatode sodio 2,72 g 170 mM

Acido cacodflico 0414g 30mMM

NaCli 104g 18M

EDTA (Stock:

500 mM, pH 8,0) 2ml 10 mM
Deteccién/PSTVd 3.4.5-pag.4

1y



Centro Internacional de la Papa (CIP)

Disolver en agua destilada estéril y llevar al
volumen final. Usar guantes y mascarilla en la
preparacion porque es muy téxico.

f) T10E1 + mercaptoetanol 1%

Para 100 ml, diluir 1 mi de TrisHCI 1M pH 8,0
y 0,2 ml de EDTA 500mM pH 8,0 en dH20,
autoclavar y luego agregar 1% de mercapto-
etanol. Dividir en allcuotas y almacenar a -20°C.

g) TCA al 5%

Para la preparacién de 500 ml, disolver en
agua destilada estéril 25 g de acido triclo-
roacético y 1,42 g de NazHPQa. Agitar hasta
que se disuelva completamente y llevar al
volumen final. La concentracion de NazHPO4
sera 0,02M.

h) Sulfato de dextran 50%

Disolver 50 g en agua destilada, levar el
volumen a 100 ml. Para disolver completa-
ments, calentar en bafo marfa a 60-70°C. La
soluclén as muy densa; almacenar a -20°C.

i) EDTA 500mM pH 8,0

Para la preparacién de 100 ml, pesar 18,6 g
de EDTA (PM 372,2) y diluir en agua destilada
estéril. La disolucién es muy lenta. Agregar
NaOH en pastillas hasta obtener un pH de 8,0.
Agregar agua destilada estéril hasta completar
al volumen final.

J) Calf thymus DNA (6 mg/m)

Disolver 1 g en 170 mi de agua destilada
estéril en agitacion por toda la noche a 4°C
(poner alta la velocidad del agitador porque a
medida que se va disolviendo, el DNA se vuelve
més denso). Pasar con fuerza el DNA disuelto
por una Jeringa 2 6 3 veces para romperio mas.
Dividir en alicuotas de 1 ml en tubos Eppendorf
y guardar a -20°C.

k) RNasa (10 mg/mi)
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En 10 ml de ddH20 agregar 50 ul de Tris-HCI
2M pH 7,5 (concentracién final: 10 mM) y 40 ul
de NaCl 4M (concentracionfinal: 15 mM). Fesar
10 mg/ml de "Ribonuclease A" (Type 1A, Sigma
R4875) y disolver en agitacién. Poner a bafio
marfa a 100°C durante 15 minutos, dear enfriar
a temperatura ambiente y luego dividir en
alicuotas en tubos Eppendorf y almacenar a
-20°C.

I) Soluclones requaridas

-Marcaje: Kit (Promega), nuclettido  32p-
UTP (ICN), RQ1 DNasa, DTT (100 mM), RNasin,
fenol saturado, cloroformo, acetato de sodio
3M pH 5,2, etanol, T10E1 + M.E. 1%.

-Medicion de la Incorporacion: TCA al 5%,
etanol al 70%, etanol absoluto.

-Hibridacion: formamida, cacodilato de
sodio, EDTA, SDS, Calf thymus DNA (6 mg/mi),
sulfato de dextran 50%.

-Lavado: SSC, SDS, RNasa (10 mg/mi).

-Revelado de placas fotograficas: soluci6n de
desarrolio ("developer"), solucién fijadora
("fixer”).

6. Preparacion de fenol saturado

Precaucién: Trabajar bafo una campana ex-
tractora. Usar guantes gruesos, lentes espe-
ciales y una mascarllla. El fenol puede causar
quemaduras y es muy téxico cuando se realiza
la mezcla.

a) Apartir del fenol liquido:

Agregar 0,1% de 8-hidroxiquinolina y 10% de
m-cresol en el fenol Ifquido. Agitar 1 hora. Para
establlizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados
(agregar la soluclén amortiguadora, mezclar,
esperar separacion de fases y eliminar la
solucién) con solucién amortiguadora Tris-HCI
1M pH 8,0, luego con 0,1M Tris-HCI pH 8,0
hasta que el pH de la solucién de fenol sea
mayor que 7,6.

Detaccién/PSTVd 3.4.5-pag.5
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Para preparar la solucién amortiguadora Tris-
HCI 1M pH 8,0, disolver 121,1 g de Tris en 800
mi de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 utllizan-
do HCI 0,1N (aproximadamente 29 ml) y
agregar agua destilada hasta llegar a un
volumen final de 1 000 ml. Esterilizar en
autoclave.

b) A partir del feno! cristalizado (para 500 g):

Agregar 140 ml de agua destilada directa-
mente a la botella que contlene fenol. Una vez
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1
hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxiquinolina y
agitar 1 hora mas. Dejar a temperatura am-
blente toda la noche.

Al dfa sigulente estabilizar el pH como en el
caso del fenol liquido. Almacenar a 4°C en
botellas de vidrio de color ambar. En estas
condiclones el fenol saturado es estable por
uno o dos meses.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.4 DETECCION / PSTVd

Fasciculo 3.4.6 Preparacién de Sondas con 32p
Mediante la Técnica "nick translation"

El procedimlento para preparar sondas mar-
cadas con fésforo radiactivo mediante esta
técnica tiene varlas etapas: marcajs, medicién
de la Incorporacién, pre-hibridacién,
hibridaci6n, lavado y autoradiograf(a.

1. Marcaje

El método "Nick Translation" consiste en
crear grupos 3'OH libres dentro de la molécula
de DNA utitizando una nucleasa (DNA nuclease
l). La DNA polimerasa utiliza estos extremos
como puntos de Iniclo para una nueva sintasis
de DNA utllizando los nucleétidos presentes en
la solucién. Si en la mezcla de reaccién esta
presente uno de los nucieétidos en forma
radiactiva, éste tamblén seré incorporado en la
molecula que se va a sintetizar. Para el marcaje
se utiliza el "Nick Translation Reagent Kit" (BRL.)
y un nuclettido marcado con a®“P (por ejemplo
( 3Z’P)dCT P, actividad especffica: 650 Ci/mmol,
concentracién: 10 mCi/mi).

En un tubo Eppendorf sobre hielo mezclar en
orden lo sigulente:

Mezclar y afiadir 5 ul de la solucién C (DNA
polimerasa | / DNasa |). Centrifugar brevemente
e Incubar en bafio marfa a 16°C durante 60
minutos. Luego de la incubacién afadir:

3 ul H20

5 ul Solucién D "stop-buffer
1 u SDS al 20%

1 U "yeast tRNA

(20 mg/ml solucién stock)

30 ull Acetato de amionio 7,5M
(Concentracién final 2,5M)

Mezclar y afiadir:

40 ul Fenol saturado
40 ul Cloroformo

..... ul ddH20 estéril*

5 ul Solucién A (todos los nucled-
tidosdNTPs menos el marcado)

..... ul Plasmido (= 1 ug)*

..... ul ( 32P)dNTP (=180 pmol/50 mi)*

*Volumen final: 45 ul, ver apéndice

Agltar y centrifugar durante 5§ minutos. Luego
transferir la fase acuosa a otro tubo Eppendorf
y afadir 225 ul de etanol. Incubar a -20°C
durante toda la noche 6 a -70°C durante 1 hora
y centrifugar por 15 minutos. Eliminar el
sobrenadante y aiadir al pellet lo sigulente:

80 ul 8SC 1X

10ul Acetato de sodio 3M pH 5,2
Mezclar blen y anadir :

225 Etanol

Febrero, 1993

Deteccién/PSTVd/3.4.6-pag.1

e



Centro Internacional de ia Papa (CIP)

Incubar a -20°C durante toda la noche o a
-70°C durante 1 hora y centrifugar por 15
minutos. Eliminar el sobrenadante y secar el
peliet al vacfo. Resuspender el pellet en 100 ul
de T10E1 y almacenar a -20°C hasta su
utilizacion,

2. Medici6n de la incorporaci6n

Dilulr el ( 32P)-DNA:

1 ul DNA
39ul H20

Cortar papeles filtro 3MM Whatman de 2 por
0,5 cm e Identificarlos con un I&piz. Con la
ayuda de un pipetor colocar en el centro de
cada papel 0 ul, 2ul, 5ul, 10 ul y 20 ul del DNA
marcado diluido como ya se indicé y dejar
secar completamente. Lavar el papel filtro
como sigue:

3 veces durante 5 minutos en TCA al 5%
(en TCA el DNA precipita pero el
trifosfato no)

1 vez durante 5 minutos en etanol al 70%

1 vez durante 5 minutos en etanol absoluto

Nota: tener mucho cuidado al desechar
eslas sustancias de lavado porque son aita-
mente radiactivas. Utilizar un recipiente
adecuado.

Dejar secar los papeles sobre papel tissue y
bajo una fdmpara de luz. Poner de uno en uno
los papeles filtro dentro de la tapa de plomo
utilizada para el transpcrte del (a32P)dNTP.
Colocar ol contador Geigar sobre la tapa y
medirios CPM de cada papel como se muestra
en el cuadro al final de la pagina.

3. Pre-hibridacién

Solucién amortiguadora de pre-hibridacién e
hibridacién:

Soluci6n stock x50 ml  Conc. final
SSC 20X 13,0 ml 5X
NaPQOs; 1M

pH 6,5 25mi 50mM
Denhardt's

solution 50X 5mi 5X
EDTA 0,25M 0,5 ml 25 mM
SDS al 20% 1,5ml 0,6%
Formamida 250 ml 50%
deslionizada

Sulfato de dex-

tran al 50% * 5%
Herring Sperm

DNA 10mg/mi * 100 ug/ml

Medicion de la Radiactividad (Céiculo de los CPM - Counts per Minute)

ul ul mR | Ampli mR x Amp! | mR total x 2 500 | CPM x 17,8 | 1 000 000 | ul/ml x ml

aplica-| reales = mRtotal | = CPM = CPM/ul | CPM/ml |s. hibridacion

dos CPM/ul | = ul totales
= yl/mi
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* Afiadir la cantidad requerida directameite
en la bolsa en el orden siguiente:

-9 ml de soluci6n amortiguadora de pre-
hibridaclén

-120 ul Herring Sperm DNA**

-1 ml sulfato de dextran

** Desnaturallzar inmediatamente antes de
usar y luego afiadir directamente en la bolsa.

Colocar la membrana en una bolsa plastica
especffica para este fin, sellar la bolsa y cortar
una esquina.

Desnaturalizar el Herring Sperm DNA,
calentandolo a 100°C durante 10 minutos y
enfridndclo en hislo.

Para una membrana de 12 x 16 c¢m, agregar
9 ml de solucién amortiguadora de pre-
hibridacién. Esperar que el papel esté com-
pletamente hiimedo y afadir 120 ul de Herring
Sperm DNA desnaturalizado y 1 mi del sulfato
de dextran previamente calentado a la
temperatura de pre-hibridacién. Mezclar bien.

Sellar la bolsa evitando la formacién de bur-
bujas de aire. Pre-hidridizar a 45°C (para los
virus) 6 a 55°C (para los viroldes) durante dos
horas.

4. Hibridacién

Desnaturalizer la sonda o "probe" calentan-
dola a 100°C por 10 minutos Yy poniéndola in-
mediatamente después sobre hielo.

Cortar una esquina do !a bolsa y agregar la
sonda en la cantidad calculada. Mezclar bien y
sellar, evitando dejar burbujas de aire en la
bolsa. Incubar toda la noche en bafio marfa a
45°C (para los virus) 6 a 55°C (para los
viroldes).

Al dfa sigulente, retirar la bolsa, cortar una
esquinay eliminar la solucién amortiguadora de
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hibridacién con extrema precaucién y en un
reclpiente adecuado ya que es altamente
radiactivo.

5. Lavado

Los pasosde lavado se deben realizaren una
vandeja metdlica y utilizando un agitador
rotatorio. Luego de su utillzacién, las
soluciones de lavado deben ser eliminadas
segun lo Indicado.

Lavar como sigue:

2 veces durante 15 minutos en solucién
amortiguadora N°1 (SSC 2X, SDS 0,1%)
a temperatura ambiente

1 vez durante 30 minutos en solucién
amortiguadora N°2 (SSC 0,2X, SDS 0,2%)
en bafio marfa a 37°C

1 vez durante 30 minutos en solucién
amortiguadora N°3 (SSC 0,1X, SDS 0,2%)
en bafio marfa a 55°C

Al terminar los lavados, secar las membranas
bajo una lémpara que emane calor moderado
0 a temperatura ambiente.

6. Autoradiografia

Poner la membrana seca en el cassette
(trabajar cuidadosamente y con guantes; Ia
membrana es radlactiva) y fifarla con cinta ad-
hesiva en las esquinas para evitar que se
mueva. Cubrir la membrana con plastico no
electrostético para evitar la contaminacién de
la placa fotografica.

Los siguientes pasos deben realizarse en un

cuarto oscuro provisto de luz roja aproplada
(luz con filtro GBX-2) y utilizando guantes:
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a) Posicionar una placa fotogréfica (Kodak
X-Omat AR ¢ similar) sobre de la membrana y
cubrir con "Intensifying screen".

b) Cerrar el cassette.

c) Poner a-70°C durante el tiempo adecuado,
generalmente 24 horas.

d) Retirar del congelador y desarrollar al
momento.

e) Sacar la placa fotografica del cassette en
un cuarto oscuro y cortar una esquina para
identificar la posiclon original dentro del cas-
sette.

f) Desarrollar durante 2 minutos en
"developer” (solucién de desarrolio) en una
bandeja de metal a 22-23°C agltando las
membranas suavemente.

g) Enjuagar brevemente en agua.

h) Colocar las membranas en “fixer' durante
2 minutos (solucion fijadora).

i) Lavar con abundante agua corriente (bajo
el cailo abierto) y finalmente enjuagar con agua
destilada.

J) Secar las placas.

ldentificar los resultados colocando la placa
fotografica encima de la membrana y localizan-

do la posicidn de las manchas de los positivos.

7. Preparaclon de soluciones
amortiguadoras

a) SSC 20X (1 litro)

175,32 g de NaCl (3M)
88,23 g de citrato de sodio dihidratado (0,3M)
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Disolver en 800 m! de agua destilada. Corregir
el pH a 7,0 con NaOH. Llevar el volumen a 1
litro. St es necesarlo, esterillzar e.. una
aitoclave.

b) Fu:.samida desionizada (20 mi)

Mezclar 200 ml de formamiday 7 g de "mixed-
bed, ion-exchange resin" (Bio-Rad AG 501-X8,
20-50 mesh) en un beaker. Agitar lentamente
con un magneto durante 1 6 2 horas a
temperatura ambiente. Filtrar a través de papel
filtro Whatman N°1. Repetir esta operaclén con
7 g més y filtrar. Dividir en allcuotas y guardar a
-20°C.

c) SDS 20% (100 ml)

Disolver 20 g de "electrophoresis-grade SDS"
en 90 ml de agua destilada. Calentar a 68°C
para facilitar la disolucién. Corregir el pHa 7,2
con HCI concentrado. Llevar el volumen a 100
mi. No se necesita esterliizar.

d) Acetato de sodio 3M pH 5,2 (10 ml)

Disolver 2,46 g de CH3COONa (PM 82,03) en
8 ml de ddH20 y coregir ¢! pH a 5,2 agregando
CH3COOH. Completar a 10 ml con ddH20.
Esterilizar en autoclave.

e) T10E1

Esterllizar en autoclave.

f) TCA al 5%

Para la preparacion de 500 mi, disolver en
agua destilada estéril 25 g de 4cido triclo-
roacético y 1,42 g de NaoHPOa. Agitar hasta
que se disueiva completamente y llevar al
volumen final. La concentracién de NazHPQ4
sera 0,02M.

g) Sulfato de dextran 50%
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Disolver 50 g en agua destilada, llevar el
volumen a 100 ml. Para disolver completa-
mente, calentar en baito marfa a 60-70°C. La
solucién es muy densa; almacenar a -20°C.

h) EDTA 500mM pH 8,0

Para la preparacién de 100 ml, pesar 18,6 g
de EDTA (PM 372,2) y diluir en agua destilada
estérll. La disolucién es muy lenta. Agregar
NaOH en pastillas hasta obtener un pH de 8,0.
Agregar agua destilada estéril hasta completar
al volumen final.

i) Denhardt’s solution 50X

Ficoll al 1%
Polivinlipirrolidona al 1%
BSA (Pentax fraction V) al 1%

Disolver en agua destilada vy filtrar utilizando
un filtro Nalgene. Dividir en alfcuotas y guardar
a -20°C.

J) Herring sperm DNA (10 mg/mt)

Disolver 1 g de Herring sperm DNA en 100 m!
de aguadestilada estéril. Disolver a 4°C durante
toda la noche utillzando un agitador
magnético.Pasar la soluclén de Herring sperm
DNA a través de una Jeringa limpia de 4 a 5
veces con fuerza para poder romper el DNA.
Incubar en bafio marfa a 100°C durante 10
minutos y poner inmediatamente sobre hislo.
DividIr en allcuotas y guardar en tubos estériles
a-20°C.

k) Yeast transfer-RNA (20 mg/mi)

Pesar 0,25 g de tRNA y resuspender en 100
ml de agua destilada estérll. Afadir 5 ml defenol
(1/2 vol) y 5 ml de cloroformo (1/2 vol). Mezclar
blen en un agitador de tubos y separar las fases
centrifugando. Recolectar el sobrenadante y
repetlr la extraccién con fenol y cloroformo 2
veces méas. Extraer una vez con 10 ml de
cloroformo y pasar el sobrenadante a un tubo
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nuevo. Agregar 1 ml de acetato de sodio 3M pH
52 (1/10 vol) y 25 ml de etanol (2 1/2 vol).
Precipitar toda la noche y centrifugar a 10 000
rpm durante 15 minutos. Secar el pellet al vacio
y resuspender en 12 ml de H20 6 TioE;q
estériles.

) Acetato de amonio 7,5M

Disolver 5,78 g en agua destilada y esterilizar
por flitracién.

m) Fosfato de sodio 1M pH 6,5

Preparar fosfato de sodio monobasico
(NaH2PO4) 1M, disolver 13,79 g en 100 mi de
agua destilada. El pH es aproximadamente 4,2,

Preparar fosfato de sodio dibasico
(Na2HPOs) 1M, disolver 14, 18 g en 100 mi de
agua destilada. El pH es aproximadamente
9,15. Mezclar las dos soluciones en reiacién
aproximada de 1:1 hasta abtener un pH final de
6,5.

8. Preparaclén de fenol saturado

Precauclén: Trabajar bajo una campana ex-
tractora. Usar guantes gruesos, lentes espe-
clales y una mascarilla. El fenol puede causar
quemaduras y es muy téxico cuando se realiza
la mezcla.

a) Apartir del fenol liquido:

Agregar 0,1% de 8-hidroxiquinolina y 10% de
m-cresol en el fenol lfquido. Agitar 1 hora. Para
establlizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados
(agregar la soluclén amortiguadora, mezclar,
esperar separaclon de fases y ellminar la
solucion) con solucidn amortiguadora Tris-HCI
1M pH 8,0, luego con 0,1M Tris-HCI pH 8,0
hasta que el pH de la solucién de fenol sea
mayor que 7,6.

Para preparar la solucién amortiguadora Tris-
HCi 1M pH 8,0, disolver 121,1 g de Tris en 800m!
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de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 utilizando
HCl 0,1N (aproximadamente 29 ml) y agregar
agua destilada hasta llegar a un volumen final
de 1 000 ml. Esterilizar en autoclave.

b) A partir del fenol cristalizado (para 500 g):

Agregar 140 ml de agua destilada directa-
mente a la botelia que contiene fenol. Una vez
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1
hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxiquinolina y
agitar 1 hora mds. Dejar a temperatura am-
biente toda la noche.

Al dfa siguiente establlizar el pH como en el
caso del fenol Ifquido. Almacenar a 4°C en
botellas de vidrio de color ambar. En estas
condiciones el fenol saturado es estable por
uno o dos meses.

9. Apéndice
a) Nota sobre el 32P

el fésforo radiactivo se envia con la sigulente
Informacién:

Lot. Nr.

Total activity: 0,60 mCi

Total activity mCi = 0,60 mCi = 10 mCi/ml
Total volume 0,06 ml

10mCi/ml = 10mCi/ml = 0,015 um dATP/mi
SP 650 Ci/mmol

0,015 u mol/ml
15 m mol/mi
15 p mol/ul

Concentracién=

nn

SP: Specific activity

Activity ordered: 0,50 mCi
Total volume: 0,06 mi

Specif. activity: 650 Ci/m mole
Concentration*: 0,015 tmol/ml

*La concentracion se necesita para calcular
la cantidad de 3P para el "nick translation". Si
esta informacion no existe se puede calcular de
la slgulente manera:

Para realizar el "nick translation” segun ef kit
necesitamos 180 p mol de dNTP. Tenemos: 15
p mol/ut = 150 p mol/10 ul.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

3.4 DETECCION / PSTVd
Fasciculo 3.4.7 Preparacion de Sondas No Radiactivas

Mediante la Técnica "nick translation"

El sistema no radiactivo de detecclon de
PSTVd es una modificacion de la prueba con-
vencional radiactiva de hibridacion de acldos
nucleicos. El ensayo radiactivo esta basado en
la hibridacién de un acido nuclelco altamente
radiactivo complementario a la secuencia de
PSTVd, con el PSTVd fijado a la membrana de
nitrocelulosa, o cual permite la detecclién
autoradiogréafica del hibrido resultante.

En el método no radiactivo se utlliza una
sonda de DNA marcado con blotina y la
hibridacion se visualiza en la membrana por
intermedio de una reacclon enzimatica. El en-
sayo puede realizarse por completo en
laboratorios con minimas facilidades. En este
ensayo, una pequefia cantidad de la muestra se
deposita en la membrana. Luego, en el pasode
pre-hibridacion se bloquean las 4reas no
utilizadas por las muestras y la membrana es
hibridizada con la sonda de PSTVd. La
membrana es sometida a varlos lavados y a un
bloqueo ulterior para evitar reacclones
inespeclficas. En el Gltimo paso, la sonda
biotinllada se hace reacclonar con un con-
Jugado especifico unido a una enzima. De esta
forma, la deteccion del complejo sonda-con-
Jugado enzimatico se realiza mediante la
reaccidn con el sustrato apropiado. La inten-
sldad de la coloracién de la mancha depende
directamente de la concentraciéndel viroide, es
estable y se mantiene visible por varios meses.
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El procedimiento de 2sta prueba se describe a
continuacién.

1. Marcaje con nucle6tidos biotinilados.

Elmétodo més aproplado para la preparacién
de sondas marcadas con un nucleétido
biotinllado es el método "nick translation". Para
el marcaje se utiliza el "Nick Translation Reagent
Kit" (BRL) y un nucleétido biotinilado (biotin-7-
dATP o biotin-14-dATP). Mezclar en un tubo
Eppendorf lo siguiente y en orden:

Mezclar y afadir 5 ul de la solucién C
(polimerasal/ DNasa l}. Centrifugar brevemente
e incubar a 15°C durante 90 minutos. Luego de
la incubacién afiadir:

Mezclar y anadir 225 ul de etanol e incubar a
-20°C durante toda la noche 6 a -70°C durante

..... ul ddH20 estérll*

5ul Solucién A (todos los dNTPs
menos el marcado

soul Plasmido (= 1 ug)*

2,5 ul Nucleo6tido biotinilado
(blotin-dATP 0,4 mM)

*| volumen total debe ser de 45 ul
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Mezclar y afadir 5 ul de la solucién C
(polimerasa |/ DNasal). Centrifugar brevemente
e Incubar a 15°C durante 90 minutos. Luego de
la incubacion anadir:

3ul H20

5ul Soluclén D "stop-buffer”
1ul SDS al 5%

1ul "Yeast tRNA"

(solucién stock: 20 mg/ml)

30 ul Acetato de amonio 7,5M
(concentracién final: 2,5M)

Mezclar y afladir 225 ul de etanol e incubar a
-20°C durante toda la noche 6 a -70°C durante
1 hora. Centrifugar por 15 minutos. Eliminar e!
sobrenadante y afiadir al pellet:

90 ul SSC 1X
10 ul Acetato de sodio 3M pH 5,2

Preparar 4 diluciones seriadas (2 ul de DNA
biotinilado + 18 ulde H20; 1:10, 1:100, 1:1 000
y 1:10000 ). En una membrana de nitrocelulosa
poner 5 ul del DNA biotinilado puro y 5 ui de
cada dilucién y dejar secar a temperatura am-
bierite. Para el control de la incorporacién em-
pezar el tratamiento desde "bloqueo y lavado".
Una buena incorporacién permite visualizar
hasta la cuarta diiucién.

3. Pre-hibridacién

Poner la membrana en una bolsa plastica
especifica para este fin, sellar la bolsa y cortar
una esquina.

Desnaturalizar el Herring sperm DNA calen-
tandolo a 100°C por 10 minutos y ponerlo in-
mediatamente en hielo.

Agregar la solucién amortiguadora de pre-
hibridacién conteniendo el Herring sperm DNA
desnaturalizado a la bolsa.

Mezclar blen y sellar evitando dejar burbujas
de aire en la bolsa. Incubar a 42°C en bafio
marfa durante 2 a 4 horas.

Mezclar blen y afadir 225 ul de etanol. In-
cubar a -20°C durante toda la noche 6 a -70°C
durante 1 hora y centrifugar por 15 minutos.
Eliminar el sobrenadante y secar el pellet.
Resuspender el pellet en 100 ul de SSC 1X.
Guardar a -20°C hasta su utilizaclon.

2.. Test de control

El test de control se realiza para estimar la
calidad del DNA producido cuantificando en
forma aproximada la Incorporacién del
nucleétido marcado. Una buena incorporacién
permite la visualizacién de 1 pg de DNA
biotinilado.

El test consiste en aplicar en la membrana de
nitrocelulosa diluciones seriadas de la sonda
marcada. Luego se desarrolla el test en todos
los pasos sigulentes.
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Solucion amortiguadora de pre-hibridacién

Solucién stock x 10 ml Conc. final

Formamida 5ml 50%
S§SC 20X 25ml 5X

Denhardt’s

solution 50X imi 5X

Fosfato de

sodiotMpH6,5 250 ul 256 mM

H20 0,75 ml

Herring sperm

DNA* (10 mg/m!)  0.5ml 0,5 mg/ml

*Desnaturalizar inmediatamente antes de
usar, luego afadir a los otros componentes
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4, Hidridacion

Cortar una esquina de la bolsa y retirar la
soluclén amortiguadora de pre-hibridaclén.

Desnaturalizar el Herring sperm DNA y la
sonda calentando a 100°C por 10 minutos y
poniendo Inmediatamente en hielo.

Agregar la soluci6bn amortiguadora de
hibridacién a la bolsa, mezclar bien y sellar.
Incubar toda la noche en bafio marla a 42°C,

Al dfa siguiente retirar la bolsa, cortar una
esquina y retirar la soluclén amortiguadora de
hibridacién. Esta soluciébn amortiguadora
puede ser reutilizada si se guarda a -20°C.

Solucién amortiguadora de Hibridacion

Solucién stock x10ml  Conc. final
Formamida 4,5 ml 45%
S§SC 20X 2,5ml 5X
Denbardt’s

solution 50X 200 ul 1X
Fostato de

sodio 1M pH 6,5 200 ul 20 mM

Suifato de

dextran al 50% 1ml 5%
Hz20 1,3ml

Herring sperm

DNA* 10 mg/ml 100 ul 0,2 mg/ml

Sonda*

*Desnaturalizar inmediatamente antes de
usar, luego anadir a los otros componentes

5. Lavado

Febrero, 1993

Los pasos de lavado se hacen en una bandeja
pléstica y utilizandn un agitador rotatorio.Ver la
tabla al final de la pagina para la preparacién de
las soluciones amortiguadoras necesarias.
(*Calentar previamente la soluclén amor-
tiguadora N°3 a 50°C.)

6. Bloqueo y visualizacion

Ver la tabla de la péagina sigulente para ia
preparacién de las soluciones amortiguadoras
necesarias en cada una de las etapas. (**
Calentar previamente la soluclién amor-
tiguadora N°5 a 60°C. *** Disolver separada-
mente en 100 ul de n-n-Dimetilformamida
[DMF] y agregar a la solucién en un recipiente
cublerto con papel aluminio. La reaccién
coloreada de desarrolllo tiene que llevarse a
cabo también en un reciplente con tapa oscura.
CUIDADO, el n-n- dimetilformamida es alta-
mente téxico; utiiizar guantes an todo momento
mlentras es manipulado.)

7. Preparacion de soluclones requeridas
para el NASH no radiactivo

a) SSC 20X (1 litro)

176,32 g de NaCl (3M)
88,23 g de cirato de sodlo dihidratado (0,3M)

Disolver los reactivos en 800 mi de agua des-
tiada. Corregir ¢! pH a 7,0 con NaOH con-
centradc. Lievar el volumen a 1 litro. Si es
necesarlo, esterilizar en una autoclave.

b) Denhardt’s solution 50X

Ficoll at 1%
Poliviniipirrolidona al 1%
BSA (Pentax fraction V) al 1%

Disolver en agua destilada y filtrar utilizando
un filtro Nalgene. Dividir en alicuotas y guardar
a -20°C.

c) Herring sperm DNA (10 mg/ml)
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‘Disolver 1 g de Herring sperm DNA en 100 ml
de aguadestilada estéril. Disolver a 4°C durante
toda la noche utilizando un agitador magnético.

Pasar la solucion de Herring sperm DNA a
través de una jeringa limpla de 4 a 6 veces con
fuerza para poder romper el DNA. Incubar en
bafio marfa a 100°C por 10 minutos y poner
inmediatamente en hielo. Dividir en alicuotas y
guardar en tubos estériles a -20°C.

d) Formamida desionizada

Mezclar 200 ml de formamiday 7 g de “mixed-
bed, ion-exchange resin" (Bio-Rad AG 501-X8,
20-50 mesh) en un beaker. Agltar con un mag-
neto durante 1 6 2 horas a temperatura am-
blente. Flitrar a través de paps! filtro Whatman
N°1. Repetiresta operacién con 7 gmés y filtrar.
Dividir en allcuotas y guardar a -20°C.

Solucién Tiempo Temp. Cantidad Cantidad Conc.final  Stock Cantidad
porlavado requerida de compo- requerida
nentes de com-
ponentes
Lavado
N°1 2%5' amb. 250 ml 500 ml $SC 2X 20X 50 ml
SDS 0,1% 20% 25ml
N°2 2x5' amb. 250 mi 500 mi §SC0,2X 20X 5mi
SDS 0,1% 20% 2.5ml
N°3 2x15' 50°C* 250 ml 500 mi 88Co,16X 20X 4ml
SDS 0,1% 20% 25m
N°4 3 amb. 200 mi 200 mi SSC 2X 20X 20 ml
Bloqueo
N°s 600 ml Tris-HCI
0.iIMpH75 2M 30 ml
NaCl 0,1 5M 18 ml
N 1h 60°C** 100 ml 100 mi Solucién N°s
BSA 3% 3g
Visualizacién
N°7 20 amb. 10ml Solucién N°5
SA-AP 1:1000 10 ul
N° 2x15’ amb. 250 ml Solucién N°5
N° 10’ amb. 200 ml 200 ml Tris-HCI 1M 20 ml
0,IMpH 9,5
NaCl 0,1M 5M 4 mi
MgCl2 0,08M 1M
N°10 30'2h amb. 30ml Solucién N°a
NBT *** 6 mg
BCIP *** 3mg
N°11 2x5' amb. 200 ml agua destilada
Febrero, 1993 Deteccién/PSTVd 3.4.7-pag.4
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e) SDS 20%

Disolver 20 g de "electrophoresis-grade SDS"
en 90 ml de agua destllada. Calentar a 68°C
para facllitar la disolucién. Corregir el nH a 7,2
con HCI concentrado. Lievar el volumen a 100
ml No se necesita esterilizar.

f) Yeast transfer-RNA (20 mg/ml)

Pesar 0,25 g de tRNA y resuspender en 10 mi
de agua destilada estéril. Afiadir 5 ml de fenol
saturado (1/2 vol) y 5 ml de cloroformo (1/2 vol).
Mezclar blen en un agitador de tubos y separar
las fases centrifugando. Recolectar el
sobrenadante y repetir la extracclén con fenol
y clororformo 2 veces més. Extraer una vez con
10 ml de cloroformo y pasa el sobrenadante a
un tubo nuevo. Agregar 1 ml de acetato de
sodlo 3M pH 5,2 (1/10 vol) y 25 ml de etanol (2
1/2 vol). Praclipltar toda la noche y centrifugar a
10 000 rpm durante 15 minutos. Secar el pellet
al vacfo y resuspender en 12 ml de agua des-
tilada estéril 6 T1oE1 estéril.

g) Acetato de sodio 3M pH 5,2

Disolver 2,46 g de CH3COO.Na (PM 82,03) en
10 mli finales de ddH20 y coregir el pH a 5,2
agregando lentamente CH3COOH. Esterilizar
en autoclave.

h) Acetato de potasio 7,5M

Disolver 5,78 g en 10 mi de agua destilada Yy
esterllizar por filtracion.

I) Suifato de dextran 50%

Disolver 50 g en agua destilada, llevar el
volumen a 100 ml. Para disciver completa-
mente, calentar en bafio marfa a 60-70°C. La
solucién es muy densa. Almacenar a -20°C.

j) Fosfato de sodio 1M pH 6.5
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Preparar fosfato de sodio monobdasico
(NaH2PO4) 1M, disolver 13,79 g en 100 ml de
agua destilada. El pH es aproximadamente 4,2.

Preparar fosfato de sofio dibasico (NazHPO4)
1M, disolver 14,19 g en 100 ml de agua des-
tilada. £ pH os aproximadamente 9,15.

Mezclar las dos soluciones en relacion apro-
ximada de 1:1 hasta obtener un pH final de 6,5.

k) Soluciones stock

NaCl 5M: disolver 29,2 g en 100 ml de agua
destilada y autoclavar.

MgCl2 1M: disolver 20,3 g en 100 ml de agua
destllada y autoclavar.

Tris-HCI 2M pH 7.5: disoiver 26,2 g en 80 mi
de dHzO y llevar a un pH de 7,5 con HCI
concentrado. Completar a 100 ml y autoclavar.

Tris-HCI 1M pH 9,5: disolver 12,1 g en 80 ml
de dH20 y llevar a un pH de 9,5 con HCl
concentrado. Completar el volumen a 100 m} y
autoclavar.

I) Soluciones requeridas

Marcaje: Kit (BRL), nucleétido (BRL), SDS 5%
(diluir stock 20%), Yeast tRNA (20 mg/ml),
acetato de amonlo 7,5M, etanol absoluto, SSC
1X (diluir SSC 20X y autoclavar), acetato de
sodio 3M pH 5,2.

Pre-hibridacién e hibridacion: formamida,
SSC 20X, Denhardt's solution 50X, Herring
sperm DNA (10 mg/ml), fosfato de sodio 1M pH
6,5, sulfato de dextran 50%.

Lavade: SSC 20X, SDS 20%, Tween-20.
Bloqueo: Tris-HCI 2M pH 7,5, NaCl 5M, BSA,

SA-AP, Tris-HCI tM pH 9,5, MgCl2 1M, NBT,
BCIP, n-n-dimetilformamida.
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8. Praparacién de fenol saturado

Precauci6n: Trabafar bafo una campana ex-
tractora. Usar guantes gruesos, lentes espe-
clales y una mascarilla. El fenol puede causar
quemaduras y es muy téxico cuando se realiza
la mezcla.

a) Apartir del fenol lfquido:

Agregar 0,1% de 8-hidroxiquinolina y 10% de
m-cresol en el fenol liquido. Agitar 1 hora. Para
estabilizar el pH, realizar de 3 a 4 lavados
(agregar la solucién amoriiguadora, mezclar,
esperar separaclon de fases y eliminar la
solucion) con solucién amortiguadora Tris-HCI
1M pH 8,0, luego con 0,1M Tris-HCI pH 8,0
hasta que el pH de la solucién de fenol sea
mayor que 7,6.

Para preparar la solucién amortiguadora Tris-
HCl 1M pH 8,0, disolver 121,1 g de Tris en 800
ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 utitizan-
do HCI 0,1N (aproximadamente 29 ml) y
agregar agua destilada hasta llegar a un
volumen final de 1 000 ml. Esterilizar en
autoclave.

b) A partir del fenol cristalizado (para 500 g):

Agregar 140 ml de agua destilada directa-
mente a la botella que contiene fenol. Una vez
disuelto, agregar 10% de m-cresol y agitar 1
hora. Agregar 0,68 g de 8-hidroxiquinolina y
agitar 1 hora més. Dejar a temperatura am-
blente toda fa noche.

Al dfa siguiente estabilizar el pH como en el
caso del fenol liquido. Almacenar a 4°C en
botellas ‘'de vidrio de color ambar. En estas
condiclones el fenol saturado es estable por
uno o dos meses.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

4.0 MICROSCOPIA

Fasciculo 41  Microscopia Electrénica

FUNDAMENTOS

En 1872, Emest Abbe respondié el dilema de!
por qué un microscopio de luz, aun con la
Optica més fina, es Incapaz de superar la
resolucion de 0,2 um. Se debla a la limitacion
quetiene lalongitud de onda dela luz (lambda),
puss la resolucién se define como:

donde NA es la abertura numérica de ia lente
objetivo. '

lambda x NA
: 2

‘Deacuerdo con ello, s6lo se podria aumentar
la resolucién sl se disminuyera lambda.

Ese pensamiento fue reallzado 65 aiios mas
tarde por Ernest Ruska, en 1934, cuando
present6 su primer microscoplo electrénico,
utilizando un haz de electrones en vez de luzy
electroimanes como lentes. Asi a 100 000 vol-
tlos lambda es de aproximadamente 0,05
angstroms (A) lo que permitld superar el limite
que habfa sefialado Abbe.

El primer microscopio electrénico (ME) co-
mercial , disefiado por Ruska, fus lanzado al
mercado por Siemens en 1939, Por esa razén,
Ruska es considerado como el padre de la
microscopia electrénica.

Febrero, 1993

(JEM-100U).

Fundamentalmente existen dos tipos de
microscoplos electrénicos: el de transmislién
(MET) y el de rastreo (MER). El primero se
puede comparar con un microscopio de luz
(ML) y el segundo con un microscoplo
estereoscopico o de disecclién. El MET utiliza
los electrones transmitidos, es decir, aquellos
queiogran atravesar el espécimen. Obviamente
la muestra debe ser muy delgada. La Imagen
obtenida, al menos mediante los métodos con-
venclonales, es plana.

Microscopfa 4.1-pag.1
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Ei MER utiliza los electrones dispersados a
partir de la superficle de la muestra, ya sean
secundarios o retrodispersos, y la imagen ob-
tenida es de tipo tridimensional.

1. Interacclén entro el haz de electrones y
la muestra

Cuando los electrones de una energfa deter-
minada inciden sobre una substancia, éstos

son derlvados como electrones transmitidos, .

electrones retrodispersos (electrones
raflejados) y electrones absorbidos (absorcién)
mediante una interaccién con los atomos de
dicha substancla. Los electrones transmitidos
pueden ser claslficados en tres tipos:

a) electrones transmijtidos (onda transmitida),
los cuales pasan a través del espécimen con un

pequefio cambio de direccion o de tongitud de -

onda,

b) elactrones dispersados elasticos (ondas

dispersadas elésticas), fos cuales reclben un
camblo direccional debido a colisionas
atomilcas pero retienen su energfa, y, .
c) electrones dispersados Inelasticos (ondas
dispersadas Inelasticas), los cuales reclben un
cambio de direccién y una pérdida parcial de
energla. ' _

Los electrones dispersados elasticos pueden
ser divididos en dos tipos:
a)elactrones coharentes (electrones de

reflexién de Bragg), los cuales pasan a través

Interaccion entre o haz de electrones y la
muestra. Los electrones que inciden en el as-
pécimen son derivados en electrones trans-
mitidos, electrones dispersados Inelésticos y
electrones dispersados elasticos. Estos Ulti-
mos pueden ser coherentes o incoherentes, de
acuerdo a la estructura de la muestra.

Fabrero, 1893

de una substancla que tiene un ordenamiento
regular en su estructura atémica, y,

b) electrones incoherentes, los cuales pasan
a través de una substancia que tlene un or-
denamiento frregular.

El contraste de las imageneas en el micros-
coplo electrénico de transmisién esta rela-
clonado con la tasa de electrones transmitidos
entre los electrones dispersados elasticos.

2. Contraste y Formacién de la Imagen

e e e e e et et iseea .

Comparacién entre un microscoplo de luz y
uno electrénico. En cada uno, la lluminacién de
la fuente (ldmpara, filamento en el cafion
electrénico) se enfoca mediante la lente con-
densadora hacla el espécimen. Una primera
imagen es formada por la lente objetivo. La
imagen es luego magnificada por la lente
proyectora sobre una pantalla de vidrio (fuz) o

sobre una pantalla fluorescente (electrones).

Microscopla 4.1-pag.2

134



Cantro Internacional de 1a Papa (CIP)

En microscopfa dptica, el contraste de la ima-
gen est4 determinado por la diferencia en el
coeficlente de absorcién entre diferentes por-
clones del espécimen, y, parclalmente, por la
diferencla en la reflectividad. Sin embargo, en
microscopfa electronica, el contraste de la ima-
gen estd determinado por el contraste de
absorclén dispersada, el contraste de
difraccién y el contrasts de fase.

Diagrama de rayos del MET: F: flamento; C1:
lente condensadora 1; C2: lente conden- sadora
2; CA: abertura del condensador; S: espécimen;
O: lente objetivo; OA: abertura del objetivo; SA:
primera Imagen Intermedla; P1: lente
Intermedla; 12: segunda Imagen In- termedia;
P2: lente proyactora; FC: Imagen final en Ia
pantalla fluorescente.

Febrero, 1993

Si el espécimen es una sustancla amorfa, los
electrones dispersados por él son capturados
por la abertura, la cual esté locallzada cerca del
plano focal posterlor de la lente objetivo; de
este modo, se genera el contraste de absorclén
dispersada. La abertura de la lente es de
tamafio muy pequefic (varias decenas de
micrémetros) para minimizar la abesraclon
esfética. Por conslgulente, si la dispersién es
grande (especialmente la dispersién elastica
incoherente), muchos de los electrones disper-
sados obstruirfan la abertura y se formarfa una
porclén oscura en la Imagen. La extensién de
la dispersi6n de los electrones es proporclonal
al grosor de la masa del espécimen. De este
modo, el contraste de absorcién dispersada
provee Informaclén concerniente ala existencia
y ala configuracién de! objeto.

3. Perfil de la Estructura y Funcién del MET

El uso bésico del microscoplo electrénico es

la observacléri de Imégenes de alta resolucion
y alta magnificacldn. Iméagenes de alta calidad
superior pueden ser abtenidas facilmente

B,
/ %

7

Corte transversal de una lente objetivo. E!
espécimen se ubica en S. Las aberturas del
objetivo se ubican en la varilla E y se ajustan
con la perllla de control F. Los canales de
enfrlamlento de agua G se. ublcan scbre la
espiral de la lente. C es un circuito pesado de
acero y XX el eje de la lente.

Microscopla 4.1-pay.3
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dentro de un amplio rango de magnificacion,
desde magnificaclones extremadamente bajas
hasta magnificaciones uitra altas gue pueden
alcanzar el nivel de observacién atomica.

Con el emplso de un sistema de formacién de
Imagenes de 6 lentes electromagnéticas se
pueden obtener Imagenes de alta calidad,
ampllo campo visual, minima dlstorslén de Ima-
gen y alto contraste. A una magnificaclén 50x,
un campo visuai de 2mm de diametro puede ser
observado sin distorslén delaimagen. Ademas,
sl se usa tia lente objetivo con plezes polares
de alta resoluclon es poslble obtener una
resoluclén entre linea y iinea de 0,14 nm.

tamts éa vidrie

Comparacién entre una iente de vidrio y una
lente magnética. Cada lente forma una ima- gen
| del objeto O, de tal manera que la for- maclén
geométrica de la imagen es Iidéntica; sin
embargo, los electrones describen una
trayectoria en esplral sobre el eje de la lente
mientras pasan a través del campo magné-tico
formado entre los polos P1y P2.

En principlo se pueden usar lentes elec--

trostaticas o magnéticas para enfocar un haz
de electrones, pero en la practica se emplean

Febrero, 1993

lentes magnéticas que poseen menores defec-
tos que las lentes electrostaticas. El campo
magnético requerido para formar una lente
alectronica es un fuerte campo axlal localizado
en la direccion del haz de electrones. La figura
de un haz de electrones es exactamente
anéloga a la de un haz de luz pasando a través
de una lente convergente, excepto que los
electrones viajan haclendo un recorrido
helicoidal través de la lente. Este movimlentode
rotacién adiclonal es una caracteristica de las
lentes magnéticas. '

El microscoplo electrénico estd compuesto
por una columna, la cual esenclalmente con-
tlene un sistema de lentes electronicas, un sis-
tema de suministro de energla eléctrica, que se
utliza para la aceleracion de voltaje de los
eloctrones Y la excitacién de las lentes, un sis-
tema de control de circultos, que controla tales
flujos de energfa, y un sistema de evacuaclén

que provee de una via de vacfo alos electrones.

El slstema de llumlnacléh comprende parte
de la columna que va desde el caiién de

%

Corte transversal del ensamblaje doble de
lentes condensadoras. La lente superlor es el
condensador 1 con abertura fija; la lente
Inferlor es el condensador 2 con abertura
ajustable. Los polos estan indicados por P1y
P2, y el espaciador no magnético por NS.
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N
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Funclonamiento de la abertura del objetivo OA
deteniendo electrones dispersados del
espécimen S en frente de la lente objeilvo O;
alfa es la abertura semi-angular de la lente.

electrones hasta las lentes condensadoras, las
cuales retinen a los electrones acelerados en
haces muy finos de rayos paralelos y los dirigen
acertadamente hasta la superficlie del
espécimen que quedara fluminado. La porcién
que se extiende a partir de la lente objetivo
hasta la segunda lente proyectora se llama “sis-
tema ds lentes de laimagen”, sn el cual el objeto
es enfocado por la lente objetivo mientras que
la Imagen preduclda es magnificada masiva-
mente por las lentes Intermedias y maés fina-
mente por ia primera y segunda lente
proyectora. Las lentes condensadora y objetivo
estdn cada una provistas de aberturas movibles
con didmetros en el rango de 0,1-1 mm y de
0,01-0,1 mm, respectivamente.

Fllamento estandar de ti horqulla; alam- bre
uniforme de tungsteno en forma de V.

Febrero, 1993

El cafidn electrénico tiene los mismos prin-
ciplos de operacién que un trfodo directo de
tino callente. El catodo consiste en un filamento
de tungsteno en forma de V, el cual se callenta
hasta 2600°K para generar termo-iones. Entre
éste y el dnodo, se aplica una aceleraclén de
voltaje para que se efectie el salto y la

Rejilla para especfimenes.

aceleracion de los electrones. Una “capucha",
llamada tubo de Wehnelt, esta ubicada entre el
filamento y el &nodo, y sirve no sélo para im-
pedir que los electrones se dispersen sino
tamblén para controlar su Intensidad. La gran
mayorfa de los microscoplos electronicos
operan en el rango de voltaje de 25-200 Kv.
Unos pocos estan operando a 1000 Kv 0 més.

El espécimen generalmente se mcnta sobre
una rejilla (usualmente de cobre) electrofor-
mada de 3 mm de didmetro. Esta se conoce
como rejiila porta-espécimen. La rejilla puede
tener una variedad de disefios. Se obtiene
mejor resclucion sl la rejilla es colocada entre
el espacio que hay entre las plezas polares de
la lente objetivo.

Debajo del sistema proyector se ubica la
camara de observacion, la cual incorpora la
pantalla fluorescente sobre fa cual la imagen es
recién visible al ojo humano. Para obtener un
registro permanente de la imagen se ha Intro-

Do=d
alfa

ducido material fotografico en el microscopio

para exposiciones directas con &! haz de
electronies.

Microscopla 4.1-pag.6
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Una caracter(stica que ocasiona alguna
sorpresa al principlo, es que el material

Di= M2x d
alfa

fotogréafico (placas) se ubica frecuentemente en
un plano varios centimetros alejado de la pan-
talla fluorescente, que 6s donde la imagen esta
enfocada. Esto es posible debido a la extensa
profundidad de campo del microscoplo elec-
trénlco, que se Incrementa a medida que se
utilizan aberturas de menor didmetro en la lente
objetivo.

Para una resolucién de la Imagen de d y una
abertura de objetivo alfa, la profundidad de
campo an el plano del objeto es Do:

Cuando esta profundidad de campo se reflere
al plano de la imagen se le conoce como
profundidad de foco.

Para una magpnificacion total M, la profun-
didad de foco Di serfa muy grande debido a:

SIM = 10000x; d = 1,5 nm; alfa = 0,01 rad;
entonces, DI = 50 m. Por lo tanto, es intracen-
dente que la pantalia fluorescente y la cdmara
estén en Glierentes planos, ya que su
separaclon es insignificante comparada con la
profundidad de foco.

En general, ya que la placa fotografica esta
por debajo de la pantalla, la magnificacién dela

pantalla debe ser 20% menos que la
magnificacion indicada.

La magnlficacién de la imagen final Mt es el
producte de las magnificaciones de las lentes
individuales, como:

Mt + Mo x M1 x M2

donde Mo es la magnificacién de la lente
objetivo, M1 es la magnificacién de la primera
fente proyectora (tamblén llamada algunas ve-
ces lente intermedia) y M2 es la magnificacion
de la segunda lente proyectora. Valores tipicos
de estas magnfficaclones serlan:

Mo = 50x
M1 = 16x -
M2 = 250x

por lo tanto, Mt = 200 000x

Seutllizan, ademés, especlmanes estandares

para medir la magnificacién. Estos pueden ser
réplicas de refiilas de difraccion Optica que
tienen espaclos entre lineay Ilneade 1 um 60,5
um. Estas réplicas son ampllamente usadas
para magnificaciones no mayores de 50 000x.
Para altas magnificaciones se utilizan rejillas
cristalinas de distanclas conocidas entre lineas,
como por ejemplo, de 126 nm (phtaloclaninade
cobre, etc.). Cuando estos espacimenes son
fotografiados y cuando la distancla d mm entre
lineas es medida a partir del negativo revelado

y ¢ espacio de la rejilla conocido es do nm; fa .

~—

Oy B
L) B

\
/"3

- Dg ~=»

T

Profundidad de campo. Les objetos O1 y O2 estan separados por &l limite de resolucién d de las

lentes. Los rayos desde esos puntos atraviezan al eje er: A y B. Entonces, los puntos entre Ay B
apareceran iguaimente definidos, y AB es la profundidad de campo Do de la lente para una abertura

semi-angular alfa.

Febrero, 1993
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magnificacién alcanzada por el instrumento
serfa de:

d
do

Por ejemplo, si se utiliza una "Line Grating
eplica" que se conoce tiene 2 160 ifneas/mm
y se toma una fotograffa a una magnificacién
nominal de 20 000x, entonces la magnificacién
calibrada serfa:

d =93mm
do= 452,9 nm

Magnificaci6n calibrada = 20 090x

Para averiguar el poder de resolucion, la ima-
gen observada debe ser fotografiada a una
ligera baja magnificacién para luego ser
amplificada. Ya que las fotograffas obtenidas
con un microscoplo electrénico tiensn una
resolucion d2 de aproximadamente 20 um en
buenas condiciones, el aumento de
magnificacion requerida M1 por la resolucién
es 5x, el cual se calcula con la sigulente
ecuacion:

M1 = di/d2

donde, €1 es el poder de resolucién del ojo
(aproximadamente 0,1mm).

Pero si se desea determinar el poder de
resolucion d de la imagen a simple vista por la
cédmara de observacién, se debe lograr una
adecuada magnificacién sl el microscoplo
elactrénicolo permite; por ejemplo, en un JEOL
JEM1008S, que tiene un poder ds resolucién de
0,34nm, la minima magntficacion efectiva M
estadeterminada por el pader de resolucién del
ojo del observador d1 (aproximadamerte, 0,1-
0,2mm).

siM = di/d

di=0,1mm

Febrero, 1683

d = 0,34 nm (lattice resolution")

entonces, M = 294 118x, esto significa que
no se podria observar distanclas tan pequeias

Ultramicrdtomo "Cambridge Huxiey Mark 2",

(0,34nm) debido a que el modelo JEM 100S
solamente tiene un poder de magnificacion de
200 000x. Sin embargo, esta limitacién se
puede superar utilizando los binoculares aue
pueden amplificar la imagen por 10 veces mas,
es decir que se puede uvbteier una
magnificacién méxima de 2 000 000x con el
JEM100S.

G P o ey

Cuchilla de vidrio para el titramicrétomo.

ULTRAMICROTOMIA

La ultramicrotomfa es una técnica muy espe-
clal que tiene como abjetivo la produccién de

Microscopia 4.1-pag.7
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secclones ultrafinas (25 a 90 nm) de materiales
blolégicos fijados, deshidratados e Incluldos,
mediante micrétomos especiales (de avance
térmico o mecénico) y cuchillas de vidrio o de
diamante de filos muy agudos y fuenes. E!
primer modelo fue disefiado por ivan Sorvall en
1953 y se conoce con e nombre de Sorvall-
MT1. Una casa suecafabricaa escala comercial
ultramicrotomos ¢on avance térmico lamados
"Ultratome".

Las cuchillas de vidrio se fabrican secclonan-
do un vidrio especlal, deé tal manera que se
obtenga un borde afllado cortante. La casa
sueca ha desarrollado una maquina para hacer
cuchillas. Los filos de las cuchillas rio deben
tocarse ni rozarsa y deben dascartarse cuando
ya no cortan satisfactorlamente.

La obtenclién de secclones ultrafinas
mediante microtomia es la mas Importante
entre las técnicas de microscopfa elsctrénica.
Las caracteristicas 6ptimas de una seccién
ultrafina son:

a) Espesor do corte de 30 a 60 nm.

b) Consistencla suficiente para soportar el
haz de electrones.

c) Susceptitle al buen contraste por afinidad
con los tintes.

Los cortes finos deben flotar en agua detras
del borde afllado de la cuchlila conforme van
ohteniéndose; de este modo, se puede conocer
su espesor mediante la observacion de! color
de interferencla (que es el reflejo de una luz
fluorescente blanca que llumina el 4rea de los
cortes) y pueden ser recogidas con facllidad.

Los cortes de mayor utllidad para estudios
ultraestructurales son los grises (25 a 60 nm) y
los plateados (60 a 90 nm). Estos se montan
sobre rejilias de coore de 200 mesh sin
membrana de soporte; pero se deben utilizar
membranas plasticas cuando las rejillas son
menaores de 200 mesh.

febrero, 1993

TINCION

En microscopfa electrénica, los especfmenes
son tefldos para incrementar el contraste y
también para facllitar los estudios citoquimicos.
El aumento en el contraste se obtiene
depositando dtomos de alto nimero atémico
en ios companentes organicos de la materia.

Existen varlos métodos para tincién en
microscopfa electrénica:

a) el acldo fosfotingstico de Wohlfarth y Bot-
tern.an (1956),

b) el acetato de uranilo de Watson (1968), y,

c) ¢l citrato de piomo o pH alto de Reynolds
(1963). :

1. Preparacién y Uso del tinte de citrato de
plomo para secclones de tejido

Solucién 1. Pesar 3 g de chrato de plomo y
transferir a un pomo ds 30 a 50 mi de capa-
cidad. Afiadir 30 m! de NaOH 1N. Agitar blen y
dejar reposar por 1 hora.

Solucién 2: Preparar 30 ml de NaOH 0,05N.

Solucién Tinte: Centrifugar la solucién 1
durante 5 minutos a 2 000g. Diluir el
sobrenadante 1:5 6 1:10 con la solucién 2.
Utllizar inmediatamente para tefilr las refillas.

La tincién de las secciones de tejidos debe
reallzarse en un medio con una atmoésfera libre
de di6xido de carbono, ya que éste reacciona
con el plomo. El procedimiento es el siguiente:

a) Preparar una placa Petrl con cera que
tenga un hoyo aproplado para colocar "pellets"
de NaOH. Afiadir 5 pellets de NaOH al hoye
central (esto funciona como una trampa para
atrapar el di6xido de carbono). ‘

b) Para cada rejlila (maximo 10 por vez)

colocar en la superficie de la cera 1 gota de
agua destilada y 1 gota de la solucién del tinte.

Microscopla 4.1-pag.8
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¢) Poner las rejillas sobre las gotas de agua
durante 30 segundos y luego en el tinte durante
5 minutos.

d) Retirar las rejillas, lavar Inrnediatamente
con 10 6 20 gotas de agua, secary examinar en
el microscopio electrénico.

2. Tintes usados en microscopia
electrénica para Virus

La tincidn negativa fue aplicada por primera
vez por Hall en 1955 para teiir virus. Estostintes
se utllizan para tinclones negativas, es decir,
que los metales del tinte se depositan alrededor
de las particulas viraies de tal forma que
delinean el contorno del virus volviéndolo
electrodenso; en camblo, toda el drea de la
particula de virus es translicida a los elec-
trones.

Cuando el tinte penetra la cdpside viral hasta
e! centro del virus, se produce una tincién
positiva, en la cual toda la particula es
electrodensa, y su contorno es transltcido alos
electrones.

Para una aproplada tincléon negativa, el
materlal bloldgico debe cumplir con cleitos re-
querimlentos: sus constituyentes tienen que
estar libres en la suspension y sus didmetros no
deben ser meiiores de 5 nm; se debe utilizaruna
concentraclén minima de material; el material
no debe inieractuar con los tintes y debe tener
una afinidad por la membrana de soporte; y, la
preparaclén debe estar libre de detergentes.

Se asume que una soluclén de sales
metélicas es capaz de ocupar las regiones
hidratadas dentro y alrededor del objeto.

a) Acido Fosfotlingstico (PTA)

Normalmente se usaal 1 02% dePTAenagua

destilada (p/). La soluclén puede ajustarse al
pH requerido por la adicién (gota a gota) de
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NaOH 1N. El rango de pH usado es de 5, 6, 6,5,
7y8.

b) Molibdato de Amonlo

Normalmente se usa de 0,56 a 2% en agua
destilada. Se puede ajustar con NaOH 1N entre
elrangode pHde6 a 8.

c) Formiato de Uranilc (UrF)

Normaiments se usa de 1 a 2% en agua
destilada. Se debe preparar y usar fresco. La
solucién es Inestable al calor o la luz de
tungsteno. Es un tinte &cldo con pH 3. Sus
mejores ventajas son alta resolucion y con-
traste.

d) Acetato de Uranilo (UAc)

Normalmente se usa de 1 a 2% en agua
destilada o al 4% en alcohal etllico al 50%. La
solucion es Inestable al calor 0 a una luz de
tungsteno. Es un tinte acldo con pH 3. Propor-
clona aita resoluclén y tiene mayor alto con-
traste que el UrF.

3. Métodos para Tenli Panticulas Virales

Antes de teiir una muestra de virus es
necesario disponer de rejillas para microscop/a
electronlca cublertas con membranas
adecuadas. Se utilizan rejilias de cobre de 200,
300 6 400 mesh, dependiendo del tamaiio del
objeto que va a ger esiudiado y de la clase de
sustrato que se va a usar como membrana de
soporte.

Comunmente, se utilizan dos tipos de
mebranas, de carb6n y plasticas (formvar",
"collodion”, etc.). Las membranas de carbon
son superiores a las membranas plasticas
debldo a su minimo grosor (1,5 a 2 nm), su
pureza y su baja contribucién a la imagen.
Desaiortunadamente, son frecuentemente
hidrofébicas y su preparacion es muy costosa.
Es por ello que resulta mas practico utilizar
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membranas de pléstico, que son de facll
preparaclén y menos costosas.

Las membranas de "formvar" se preparan de
la siguiente forma:

En una soluclén de formvar al 0,8 - 1% (p/A)
en cloroformo puro sumergir las placas porta-
objeto de vidrio. Dejar secary rasparlos bordes
del silde con una hoja de afeitar o bisturf.
Desprender la membrana sumergiendo la placa
(en un &ngulo de 45°) en agua destilada.
Colocar las rejilias Invertidas sobre la
mambrana cuidadosamerte y levantarlas con
ayuda de un papel. Dejar secar.

Los métodos para tedir particulas virales
varfan de acuerdo a sl la preparacion es semi-
purificada o purificada, y normalmente se
utilizan rejillas de carbén:

a) Para preparaciones purificadas que con-
tengan sucraesa o soluciones amortiguadoras
contaminantes:

Colocar una gota de bacitracina al 0,01%
sobre el lado dela refilla que tiene la inembrana
de carb6n durante 15 segundos. Drenar y
reemplazar la gota de bacitracina con una gota
de la muestra durante 30 segundos. Drenar y
secar. Luego, dejar flotando las rejillas sobre 6
6 7 gotas de molibdato de amonlo al 2% pH 6
a 7, sobre un papel parafinado. Dejar durante 3
a 5 minutos, remover, secar y examinar.

b) Para alta resolucién a partir de prepa-
raciones purificadas libres de contaminantes
(purificaclones finales de virus libres de com-
ponentes celulares):

Colocar una gota de bacltracina al 0,01%
sobra el lado de la rejilla que tiene la membrana
de carbén durante 15 segundos. Lavar con 10
a 15 gotas de acetato de amonio 0,05M dejando
una gota sobre la rejilla. Con un caplilar de 10 ul
diluir el virus dentro de |a gota. Sindrenar, lavar
con 6 a 10 gotas da acetato de uranilo o for-
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miato de uranilo al 2%. Drenar, secar y exa-
minar.

4. Métodos usados para examinar material
fresco de hojas

a) Método "Epidermal Strip"

Se toma una rejilla con la ayuda de pinzas y
se coloca en la rejilla una gota de agua des-
tilada, solucién amortiguadora o PTA. Utilizan-
do las puntas finas de una pinza, desprender
plezas de epidermis de la hoja. Colocar las
plezas sobre la gota de Ifquido y agitar suave-
mente, teniendo culdado de no romper la
membrana de carbén. Después de 30 segun-
dos, remover las plezas de epidermis, drenar la
gota con papel filtro, y sl no se ha utilizado tinte,
lavar con 3 a 4 gotas del mismo. Drenar, secar
y examinar al microscoplio electrénico.

b) Método "Leaf Dip"

Tomar una rejilia utilizando pinzas y colocar
sobre ella una gota de agua destilada, solucién
amortiguadora o PTA. De una hoja, cortar un
pedazo pecueiio de 1 x 3 mm y tomario con
ctra pinza pc+ un extremo. Tocar la gota con &l
borde cortado de la hoja 10 veces. Remover la
hoja, drenar con un papel filtro y teiiir sl es
necesario.

¢) Método "Leaf Squash"

Colocar sobre una lamina portaobjeto una
pleza de hoja de 1 cm? . Utllizar una segunda
lamina, inclinada en 45 grados, para macerar la
muestra. Adlclonar algunas gotas de agua des-
tilada, solucién amortiguadora o PTA sobre la
muestra, y utilizando la segunda lamina
macerar el material completamente. Comprimir
el macerado entre las dos l&minas hasta que el
liquido alcance uno de los bordes y escurriruna
o dos gotas sobre un tubo de ensayo. Diluir con
el liquido original hasta que tome un color verde
palkdo. Con una pipeta pasteur tomar una
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muestra y colocar una gota sobre larejiila. Tedir
de la manera usual.

FIJACION

variedad de componentes celularss, a su total
solubllidad, tanto en fase acuosa como lip(dica,
yasu potente efecto Inhibidor de las reacclones
enziméticas.

Solucién A* 50 mi
HCl 0,2N 2,7m
CaCl2.2H20 100 mg

*cacodilato de sodio 0,2 M

En algunos casos es recomendable fijar el
material antes de teiiirlo, porque se ha
demostrado que durante el proceso de tincién
negativa puede producirse un efecto
degradativo, especialmente en las particulas
virales. Esto ocurre frecuentemente con los
geminivirus, los tenulvirus, los rhabdovirus y

Solucidn stock:
veronal de sodio 2,899
- CH3COO.Na 1,159
agua destilada 100 mi
Solucién amortiguadora:
solucion stock 5mi
agua destilada 15 mi
"«J10,1N 5mi*

*afadir gota a gota hasta un pH de 5,1

algunos otros grupos virales.

" Enlaactualidad se dispone de dos excelentes
tipos defijadores para microscopia electrénica:
el glutaraldehido y el tetraéxldo de osmlo.El

paraformaldehido al 8%* 12 ml
cacodilato de sodio 0,1M 33 ml
glutaraldehido al 70% 2ml

glutaraldehido produce puentes transversales
entre las protelnas y las estabiliza. El tetradxido
de osmio es un fijador muy atil para una post-
fijacion debido a su reactividad con una gran
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acetato de uranilo 100 mg
acetato de veronal 0,28 M 10 ml

En la preparacién de los fljadores es
necesario incorporar una soluclén amor-
tiguadora que ayude a mantener un pH cercano
alfislolégico del tefldo afijar. Los mé4s utilizados
son: veronal acetato, fosfato de sodio y
cacodllato de sodlo. .

1. Preparacién de soluciones
amontiguadoras

a) Cacodilato de sodio 0,1M pH 7,4

Anadir HCI 0,2N gota a gota a la solucion A
hasta alcanzar un pH 7,4. Luego, Incrementar
el volumen dela soluci6n hasta 100 ml conagua
bidestilada. Disolver el dicloruro de calcio (2
hidrato) en la solucién., _

b) Acetato de veronal 0,28M
2, Preparacion de Soluciones Fijadoras

a) Solucién fijadora de Kamnovsky's

*En un erlenmeyer de 100 ml disolver 4 g de
paraformaldehido en 50 m! de agua bidestilada.
Elevar la temperatura a 60°C. Afadir 1 gota de
NaOH 1N hasta que la soluci6n turbla se aclare.
Enfriar y filtrar.

L) Solucién fijadora de acetato de uranilo.

¢) Soiuclén filadora de tetra6xido de osmio

Praparar una soiucién de tetraéxido de asmio

al 1% sih solucién amortiguadora cacodilato
0,i¢% jri 7,4.
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3. Fijacion del material

En primer lugar se debe usar material fresco
y la muestra (por ejemplo hojas) se puede
colectar en bolsas plasticas para su
procesamiento inmediato. Esto significa que
los especimenes blolégicos se deben fijar in-
mediatamente en viales conla soluci6nfijadore.,

a) Colocar la hoja humedecida en Karnovsky
sobre la bolsa o una plancha de plésticoy cortar
en pequerios pedazos de 1 mm?. Colocar las
plezas de hoja en viales con el fijador y dejaras
1 hora a temperatura ambiente.

b) Colocarlos viales a 50 Torr de vaclo por 30
minutos y luego a preslon atmosférica.

c) Lavar con solucién amortiguadora
cacodilato 0,1M pH 7,4 realizando 6 cambios
de 10 minutos cada uno.

d) Fijar por segunda vez con tetradxido de
osmio al 1% en solucién amortiguadora
cacodilato durante 1 hora. Hacerlo en una cam-
pana extractora para evitar inhalar los gases del
osmlo que son muy téxicos.

o) Lavar con soluclén amortiguadora
cacodilato 0,1M realizando 2 cambios de 5
minutos cada uno y con solucién amor-
tiguadora acetato de veronal durante 5§ minutos.

f) Fijar por tercera vez con acetato de uranilo
al 1% en soluclon amortiguadora acetato de
veronal durante 1 hora atemperatura ambiente.

.g) Lavar con solucién amortiguadora acetato
do veronal realizando 2 camblos de 5 minutos
cada uno y con agua bldestiiada durante 5
minutos.

DESHIDRATACION
Se deshidratan las muestras en una gradlente
de acetona o etanol al 30, 50, 70, 80, y S0%

durante 5 minutos cada vez, yluego en acetona
o etanol al 96% 3 veces durante 5 minutos cada
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vez. Finalmente se colocan en acetona o etanol
al 100% 3 veces durante 10 minutos cada vez.

Sl se utiliza etanol, entonces se le reemplaza
luego con otro agente deshidratante como el
6xido de proplleno:

-3:1* durante 20 minutos.
-2:2* durante 20 minutos.
-1:3* durante 20 minutos.
-Oxido de proplleno puro durante 20 minutos.
-Oxido de proplileno puro durante 20 minutos.

* proporcién etanol absoluto : éxido de pro-
plieno:

INFILTRACION

Se colocan los tejidos para su Infiitracién en
las siguientes mezclas de acetona y el medio
de Inclusi6n 6 de 6xido de proplleno y el medlo
de inclusién.

Es preferible utilizar resinas ep6xicas como el
madio de Spurr's (1969) que es una resina de
baja viscosidad y de excepclonal penetraclén
en todo tipo de tejido:

-Acetona : Spurr (3:1) durante 30 minutos.

-Acetona : Spurr (1:1) durante 30 minutos.

-Acetona : Spurr (1:2) durante 30 minutos.

-Resina pura durante toda la noche.

-Resina pura durante 1 hora.

Diéxido de vinii ciclohexeno (ERL-4206)
Eter diglicldico de propileno-glicol (DER-736)
Anhidrido nonenilsuccinico (NSA)

Dimetil aminoetanol (S-1)

Cuando se utiliza el 6xido de proplleno com
deshidratante: h

-Oxlido de propilenc : Spurr (3:1) durante toda
la noche. L -

-Oxido de propileno : Spurr (2:2) durante 2
horas. _

-Oxido de proplleno : Spurr (1:3) durante 2
horas.
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-Resina pura durante 2 horas.
-Resina pura durante 2 horas.

Incluir las muestras en capsulas de gelatina
secas o moldes plésticos con resina fresca.

ERL-4206 10 ml
DER-736 6ml

NSA 26 mi
S-1 0,4ml

Colocarias en una estufa a 60°C durante 24 a
48 horas para su polimerizacién.
Preparacion de la Mezcla de Spurr

Las resinas de tipo "epoxi", casi no producen
dafio durante la polimerizaci6n. Forman puen-
tes transversales que, una vez polimerizados,
son Insolubles en todos los solventes. Las
resinas epoxi no se subliman cuando se Irradlan
con electrones, proteglendo asf a las estruc-
turas de fa distorsion.

Lainclusién de células y tejidos en plastico es
un paso esencial en microscopfa electrénica y
nos permite manejar el tejido en un medio
sélido que facliita la obtenclén de secclones
ultrafinas.

El medlo de embebldo Spurr, se compone de
las slgulentes sustanclas:

La mezcla tiene una vidade uso de 3 a 4 dfas.
Es facil de preparar si los componentes se

mezclan en una sola probeta y son correcta-
mente embebidos. Es deseable que el
catalizador (S-1) se agregue al final. El alre de
la mezcla se puede eliminar en una campana
de vaclo.

Mezcle en una probeta graduada las sigulen-
tes cantidades en ese mismo orden:
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

5.0 CONTROL

Fasciculo 5.1

Estudio de Poblaciones de Afidos

INTRODUCCION

Pocos Insectos transmiten virus de papa tan
eficlentemente como los &fidos. Mientras se
alimentan de la savia de las plantas de papa,
estos insectos pueden Infectar un cultivo con
virus daftinos como el virus del enrollamlento
de las hojas de papa (PLRV), el virus del mo-
saico dela alfalfa y los virus Y, A y M de la papa.

Es particularmente importante controlar la
diseminaclén de los virus provenientes de
éfidos en los cultivos de papa destinados a la
producclén de semilla. Los tubérculos-semilla
Infectados por virus producen una baja den-
sidad de plantas y menos tubérculos que la
semilla libre de enfermedades.

Adem4s, en cada nueva slembra, la calidad
de los tubérculos reservados para semilla
continGa degenerando. Finalmente, los ren-
dimlentos son tan bajos que los agricultores se
ven obllgados a comprar tubérculos limplos a
un alto costo para renovar sus reservas.

Cuando se selecclonan dreas posibles para
producclén de semilla, se debe primero es-
tudlar la Infestaclén de 4fidos en los campos.
Baséandose en los datos obtenidos, se puede
decldir mejor dénde, cudndo y cémo producir
tubérculos-semilla.

El &fido
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Muchas especles de &fidos transmiten virus
de papa, pero el mayor dafio es causado por

Myzus persicae (&fldo verde del
melocotonero). Este Insecto, que se encuentra
entodo el mundo, es el principal vector del virus
del enrollamiento de la hoja de papa y del virus
Y de la papa. Mide aproximadamente 1,5 a 2,5
mm de largo y tiene formas dpteras y aiadas.

En la forma 4ptera, el cuerpo es ovoide y su
cabeza es notablemente Indentada. Este 4fido
es generalmente de un color verde claro a casi
transparente, pero tamblén puede ser de un
rosado oscuro o de color de melocotén. Sus
sifones son ligeramente abultados. Aun cuando
existen &fidos dpteros en los campos, éstos
tienen una importancia muy reduclda en la
diseminaci6n de las enfermedades viréticas.

Afido verde del melocotonaro éptero (Myzus
pefsicae)

Control 5.1-pag.1
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Laformaalada, por el contrario, puede causar
un dafio conslderable. Este &fido, graclas al
vuelo, puede diseminar rapidamente virus en un
cultivo entero. En consecuencia, usted debe
estudiar con atencién cémo se comporta. La
forma alada se distingue por cabeza y térax de
color entre pardoy negro. Como el &fido &ptero,
tiene su cabeza indentada. El abdomen puede
ser verde, rosado o de un rojo opaco y tlene un
parche negro caracteristico. Sus sifones- son
ligsramente hinchados y del mismo color que
el abdomen. Los extremos de los sifones son
algo mas oscuros.

1. Conteo de 4fidos por planta |

El conteo de afidos por planta, o el "método
del golpe" como a veces se llama, es una
técnica raplda y eficlente que se utiliza
temprano en la temporada de cuitivo cuando
las plantas estan jovenes y las poblaciones de
afidos son bajas. Debe ser utilizada principal-
mente para detectar la migracién inicial de los
éfidos alados en un campo de papa. Esta
migracién no puede, normalmente, ser detec-
tada solamente con trampas.

Procedimiento

Observar aproximadamente 50 plantas selec-
clonadas al azar de las primeras hileras del
borde por donde llega el viento al campo. La
primera afluencia de afidos alados se establece
generalmente en las plantas de estac hileras.

Afido verde del melocotonero alado (Myzus
persicae)

A continuacién se describsn tres métodos
comunes para el estudlo de poblaciches de
afidos:

e Conteo de dfidos por planta.
o Conteo de éfidos por hoja.
e Trampas amarillas de agua.

Aunque estas técnicas funclonan blen para
estudiar el comportamiento de lamayorfadelos
afldos, este trabajo esta dirlgido espe-
cfficamente al estudio de! afido verde del
melocotonero.
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vIiINTo

Baloocionar las plantas a1 azar
del lado de donde vienw el viento

Seleccién de las plantas al azar dol lado de donde
viene el viento

Para recolectarlos éfidos, poner una cartulina
o un papel de color claro de aproximadamente
25 x 45 cm debajo de un lado de la planta.
Sacuda suavemente la planta encima de la car-
tulina. Contar los afidos que caen sobre Ia car-
tullna. La cuenta es bastante conflable sunque
puede ocurrir que algunos éfidos alados salgan
volando cuando se aglte la planta.

Una bandeja cortada en mitades, o dos ban-
dejas con muescas en los lados de modo que
se puedan juntar dejando en el centro un hueco
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donde encaja el tallo de la planta, funciona bien
para recoger los éfidos que caen. Los conteos
de éfidos por pianta, cuando se hacen semanal-
mente, proporcionan datos suficientes para
programar la aplicacién de Insecticidas. Esta
técnica no se debe aplicar cuando las
pobiaciones de &fidos son altas.

El conteo de &fidos por planta ofrece las
slgulentes ventajas:

o las Infestaciones tempranas de &fidos se
detectan répida y eflclentemente en
plantas j6venes,

e se obtlenen datos conflables para la
&pllcaclon de insecticidas, y,

e funclona blen en combinacién con otras
técnicas, en particular con las trampas
amarillas de agua.

2. Conteo de 4fidos por hoja

Cuando las plantas maduren y desarrollen
més hojas, se debera contar 4fidos presentes
en hojas porlo menos una vez ala semana para
observar las Infestaciones de &fidos. Esta
técnica puede también ser utllizada en aquellos
campos que no pueden ser visitados con tanta
frecuencla como para efectuar el estudlo con
trampas de agua.

Procedimiento

Observar aproximadamente 50 plantas selec-
clonadas al azar en todo el cultivo. Examlnar
culdadosamente tres hojas plenamente desa-
rrolladas de cada planta: una hoja de cada una
de las partes aplcal, media y basal.

Los &fidos se establecen en el envés (super-
ficie Inferlor) de las hojas, y se debe tener
cuidado en no alterarlos al voltear las hojas.
Utilizar una lupa para contar la cantidad de
éfidos alados y épteros en cada hoja. Esta
técnica también proporclona a los agricultores
datos suficlentes para la programaclén de
aplicaclén de Insecticidas.
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Las ventajas del conteo de dfidos porhojason
lassiguientes:

e permite detectar las infestaciones de
afidos en las plantas que estan
demaslado maduras para la cuenta de
éfidos por planta,

e da buenos resultados en las 4reas
posibles para produccion de semilla, que
sean estudiadas con poca frecuencla, y,

o proporclona datos confiables para la
aplicaclén de aficidas.

3. Trampas amarillas de agua

La trampa de 4fidos de uso mas comtn esla
trampaamarilla de agua. Este aparato muy f4cil
de utilizar, funciona blen ya sea sélo 0 en
combinaclén con otras técnicas de estudio
durante toda la temporada de cuitivo. Su color
amarllio briliante es especie!mente atractivo
para Myzus persicae. En consecuencla, los
datos obtenidos dela trampa proporclonan una
informaclén precisa sobre el vuelo delos éfidos.

Hay dos tipos de trampas amarillas de agua:
rectangular y circular. Las trampas rectan-
guiares son las preferidas debldo a que son
faclles de hacer y de bajo costo. Debsn tener
aproximadamente 50 cm de largo, 32 cm de
ancho y 8 cm de profundidad. Estan hechas de
una lamina metélica para que no se deterioren
en el campo. Las bandejas circulares de
pléasticotambién funcionan blen. Tienen que ser
suficlentemente grandes para cubrir un 4rea
que coresponda a la extension de una planta
de papa madura, es decir, aproximadamente 30
cm de didmetro.

Se puede escoger entre las bandejas rectan-
gulares o las circulares; pero, para obtener
datos comparables dentro de un mismo campo
0 una misma regién, tienen que utilizarse ban-
dejas de la misma forma y del mismo tamafio.

Las trampas amarillas de agua tienen un tubo
de drenaje de aproximadamente 20 mm de
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didmetro en el fondo de la bandeja donde se
coloca un tapén. El fondo y hasta 2 cm de los
costados interlores de la bandeja se pintan de
amarillo y lo que queda de los costados y el
exterlor, se pinta de gris oscuro. Los
entomélogos recomiendan utilizar el color
amarillo primario del Esténdar Britanico (B.S.0-
011), com(nmente llamado amarillo canario.

Si se cultivan las plantas en condiclones
Hluviosas, o sl se aplica riego por aspersién, las
trampas necesitan un rebosadero a un costado.
Una malla simple o un pedazo de percalina
puesto sobre el rebosadero permite el flujo del
agua de exceso sin perder los afidos.

Procedimiento

Poner dos trampas aproximadamente a 5 m
de distancia entre ellas en el campo. Instaiarlas
sobre unas plataformas més o menos a 60 cm
del suelo. Qultar las plantas que podrfan estar
en contacto con las plataformas para Impedir
q:se los éfidos entren caminando a la trampa.

Normalmente, se ponen las trampas dentro
del campo; sin embargo, algunos agricultores
prefieren ponerlas inmediatamente fuera del
campo. De esta manera, los trabajadores no
necesitan caminar entre las plantas Para con-
trolar las trampas.

Llenar las trampas con agua fresca y clara
hasta 2 cm encima de la parte amarllla. Para
romper la tenslén superficial e impedir que los
afidos se escapen, agregar al agua unas cuan-
tas gotas de algun detergente liquido.

Para limpiar la trampa, amarrar primero una
bolsita de percalina al extremo del tubo de
drenaje. Quitar el tap6n y vaclar el agua a un
balde. Recoger los afidos de la bolsita de per-
calina y también los que queden en la trampa.
Sl el estudlo va a continuar, la bandsja se vuelve
a llenar con agua. Se puede utilizar la misma
agua de la trampa sl est4 impia. Cuando se
haya completado el estudio, voltear las ban-
dejas o sacarlas del campo.

Febrero, 1993

So pueds eatudiar el vuslo de los dfidos
capturéndolos en trampas amarillas de agua, quo
son sencliize y de bajo costo

La frecuencia de evaluacion de las trampas,
depende del objetivo del estudlo. Silos agricul-
tores estan buscando 4reas buenas para la
producclon de tubérculos-semilla; las trampas
deben ser evaluadas diarlamente o, por lo
menos, una vez a la semana durante toda la
temporada de cultivo.

Para identificar las diferentes especles de
éfidos en la trampa, puede ser nacesario pedir
la asistencla de un técnico experimentado de
laboratorlo. En tal caso, separar los &fidos de
las demas especles de Insectos y guardarios en
alcohol al 60 6 70%. Para un almacenamiento a
largo plazo, poner los 4fidos en alcohol al 98%
y rotuiar el recipiente con detalles de fecha y
lugar de recoleccién, Baséndose en el nlimero
de afldos recolectados y en la presencla de
virus en los campos, se puede saber cudles son
las areas apropladas para la producclén de
semilla.

Las ventajas de las trampas amarillas de agua

son las sigulentes:

o atraen aMyzus persicae, el principal vec-
tor de PLRV y PVY,

o proporcionan datos exactos sobre las
poblaciones de afidos, lo cual ayuda a
seleccionar las 4reas mas adecuadas
para la produccion de semilla, y,

¢ funcionan bien tanto solas como en
combinacién con otras técnicas de es-
tudio.

Las trampas amarillas de agua pueden ser
utllizadas en cualquler momento durante la
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temporada de cultivo. Sonféclles y sencillas de
usar por los trabajadores del campo y propor-
clonan datos que ayudan a programar las
fechas de slembra y cosecha ylas aplicaclones
de aficidas.

Consideraciones

Los datos sobre las poblaclones de éfidos
deben ser registrados en esquemas parecldos
al que se muestra en la Ultima pagina. Recolec-
tando datos exactos, se puede determinar
cuéndo una acumulaclén de poblaclones de
éfidos puede afectar serlamente los cultivos.

Cada una de las tres técnicas para evaluar
éfidos tlene aplicaclones especfiicas y es (il
para estudiar poblaclones de éfidos. Aunque
las correlaclones méas altas se dan entre el
niimero de éfidos alados capturados por dfa en
las trampas amarillas de agua y la diseminacion
de PLRV, los entomélogos recomlendan que se
combine este método con el conteo por planta
u hoja para obtener los mejores resultados.

El conteo de &fidos por planta ayuda a detec-
tar el comlenzo de una infestacién de 4fidos, y
el conteo de éfidos por hoja ayuda a medir el
aumento de la poblacién. Por ejemplo, segtin
datos de algunos palses, cuando las
poblaclones de Myzus persicae son superiores
a 20 afidos por cada 100 hojas durante la parte
temprana de la temporada de cultivo, el 4rea no
es apropiada para la proaduccién de semilla.

Mediante el estudio de las poblaciones de
afidos, los agricultores pueden conocer cuéndo
las poblaclones de &fidos son muy bajas o
cuando se llega al Limite critico. El ifmite critico
indlca cuéndo las pobiaciones de 4fidos han
Hlegado a ser suficientemente grandes como
para causar en el cultivo un porcentaje de en-
fermedad virética superior a lo permitido en un
programa de certiflcacléon de semilla.
Basandose en esta informacién, se pusden
selecclonar las &reas que mas convienen para
producir tubérculos-semilla libres de enfer-
medades.

Febraro, 1693

Utilizaclon de datos sobre poblaciones de
éfidos

Dsbldo alas ventajas especfficas de cada uno
de los tres métodos, los entomblogos
recomlendan aplicar mas de uno durente la
temporada.

Los conteos de &fidos en plantas pueden
ayudar a detectar el comienzo de la Infestaclén
por afidos. Los conteos de afldos por hoja reve-
lan el movimiento de los dfidos y laacumulacién
poblacional dentro de un cuitivo. Los datos
pueden ser representados gréficaments, utl-
lizando como variable el tlempo; de este modo,
se puede observar el avance de la infestaclon.

Las trampas amarillas de agua permiten el
estudio del vuelo de los éfidos alados. Este
vuelo estd mas directamente relacionado con
la transmisi6n de virus que el movimlento de los
afidos apteros.

g afio 1

3

8

L
[ afio 2

e ;n—d.n—_-:'—“"?t \‘ﬁ—- —
e Tiewpo (por njomplo, semanas)

Los datos del sstudio de poblaciones de éfidos ce
pueden representar grificamente utilizando el
tlampe como varlable. De eso modo se puede
observar el avance do la Infestaclén (comparacién
de doa aiios)

Los datos de los estudlos de poblaclones
pueden ayudar a pronosticar el grado de
Infeccién de virus. Sin embargo, hay que con-
siderar variables adiclonales como:

@ susceptibllidad varietal,
fecha de slembra,
medidas de control de &fidos,
précticas de manejo de cultivos,
condiclones climéticas.
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En general, los datos de estudio de
poblaciones de &fidos son titiles para:

e selecclionar las mejores dreas de
produccién de semiila,

® seleccionar las mejores temporadas de
cultivo,

o programar la aplicaci6n de insecticidas,

e programar fechas para destrulr follaje y
cosechar.

Se pueden diseiiar experimentos para deter-
minar la correlaclén entre 'os datos sobre las
poblaclones de éfidos y la diseminacién de
virus. De esta manera se pueden determinar los
limites criticos de las poblaciones de los vec-
tores. Los limites criticos indican que las
poblaclones de afidos han llegado a ser lo
suficlentemente grandes para causar un grado

econdmicamente significativo de infeccién de
virus.

En 4reas aceptables para la produccién de
semilla, s6lo se capturan unos pocos afidos M.
persicae alados. A medida que aumenta el
namero de &fidos alados, aumenta la
diseminacién de virus. Esta correlaclon es més
estrecha para PLRV que para PVY. La
diseminacién de PVY parece mads erratica y por
eso, en este caso, es mas dificil determinar los
limites criticos. Debido a que PLRV normal-
mente es un problema mas serio en la zona
térrida, la correlacién de los datos de los es-
tudlos de poblaciones con la Incidencia de
PLRV es generalments el indicador méas
practico de las medidas que se deban tomar.

Esquema para Registro de Datos del Estudio de Poblaciones de Afidos

Reglén: Pals: Localidad:

Persona Responsable: Fecha de Siembra; Fecha de evaluacién:
Ndamero Espacies de Afidos

Método de Otras

de trampas M. persicaet M. euphorbiae Otros

estudio o] observaclones
plantas alado| Aptero | glado | aptero alado | aptero

Promedio

da "Series CIP de-

Febrero, 1993
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Para una mayor informacién sobre e! estudio Nematologla y Entomologla, Apartado 5969,
de dfidos, toms contacto con el Centro Inter- Lima, Perd.
nacional de la Papa (CIP), Departamento de

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyzn materiales impresos de estudios pa
os profesionales Involucrados en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y es
constituida por una serie de fasclculos susceptibles a ser actualizados.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

5.0 CONTROL

Fasciculo 5.2

Técnica de Inaculacion Masiva con

Pistola Pulverizadora para Evaluar la
Resistencia a los Virus X e Y de la

Papa

En un programa de cruzamientos para ob-
tener resistencla al virus X de la papa (PVX) y al
virus Y de la papa (PVY), usualmente es
necesario evaluar un gran niimero de progenies
y es aconsejable reducir 8l tamaio de la
poblacion eliminando, lo mas temprano
posible, e} m&ximo nimero de progenies sus-
ceptibles. La técnica de inoculaclén masiva con
pistola pulverizadora en las primaras etapas de
lu selecci6n sirve para este propéstto y evita la
contaminaci6n durante la inoculacién con otros
virus. El nivel de Inmunidad para la reslstencla
a PVX y PVY y el cardcter monogénico
dominante para cada uno de ellos facllita el
proceso de selecclon de progenies resistentes.

La técnica de Inoculacién mesiva con plstola
pulverizadora que se describe est4 basada en
estudlos para mejorar su eficlencla. Mas del
96% de los almécigos se Infectan y de ellos el
88% muestran sintomas, haciendo innecesarlo
una segunda Inoculacién mecénica.

Después dalainoculaclén con PVX o PVY, los
almacigos resistentes se pueden evaluar en el
invemadero o en el campo para conocer su
reslstencla a otros patégenos como el virus del
enrollamiento de la hoja de papa (PLRV),
Phytophthora infestans, Alternaria solani y
nsmatodos.

Procedimientc

Las semillas deben ser tratadas con 4cido
giberélico (1 ppm durante 24 horas) y se deben

Febrero, 1993

dejar secar como minimo durante 2 dlas antes
de ser sembradas. El écldo giberélico rompe la
dormancia resuitando en una mejor
germinacién y uniformidad de los almécigos. La
slembra se reallza en bandejas de plastico de
30x40 x6 cm; de esta forma se pueden obtener
150 almécigos por bandeja por familia. Dls-
tribuir las semlilas en 6 filas paralelas distan-
cladas 5,5 cm entre si.

5.5¢cn
s |

——————— 48 cn

Bandeja utilizada para sembrar e Inocular
alméclgos de papa. Los surcos paralelos se
pueden hacer con la ayuda de un molde de
madera.

Cuando los almé4cigos alcanzan el estadfo de
2 a 4 hojas (aproximadamente a las tres sema-
nas de la siembra), se Inoculan pulverizando el
inéculo con un aerdgrafo (pistola pulverizadora
e pliiura para artes gréaficas) a una presién de
alre de 25 a 30 Ib/pulg® 6 de 1,8 kg/cm?.

La presién de alre es suministrada por un
compresor. La marca més utilizada de pistola
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pulverizadora as "Homi Y-4", fabricada en
Japén (se puede utilizar otra marca de pistola
que tenga las caracteristicas adecuadas). Sus
partes son metédlicas y pueden ser auto-
clavadas. Ei tanque de la pistola tiene
capacidad para 50 mi de Indculo, el suficiente
para una bandeja de almécigos. Normalmente
“se utllizan de 50 a 100 ml por cada bandeja.

La pulverizacién debs realizarse lo més cerca
posible a las hcjas hasta que se observe alguna
infiltracién del in6culo. Esto toma alrededor de
2,2 segundos por plantula; sin embargo, la
pulverizaclén puede ser mas rapida sin que se
observe una disminucién sensible en el porcen-
taje de Infecclén. Se puede realizar en 0,6
segundos por pléntula sin necesidad de obser-
var Infiltraclén.

El In6culo debe se diluldo al 2% (ph) (2 g de
Nicotiana occidentalis Infectadacon PVY 62 g
de Nicotiana giutinosa infectada con PVX en
100 ml de agua destliada). Las plantas que
servirdn de Inéculo deberan tener de 15 a 25
dfas de Inoculadas. Ei Inéculo diluldo se flitra a
través de capas de gasa con 0,5% de Carborun-
dum de 600 mesh.

Los alméAcligos Inoculados se transfleren a un
invernadero con 16 a 28°C de temperatura.
Inmedlatamente después de la Inocuiaclén, ios

almécigos deben cubrirse con papel himedo
durante 24 horas para conservar la humedad.

Los sintomas aparecen en 4, 11 y hasta 21
dlas después de la Inoculacion. Separar los
almécligos que no muestren sintomas Yy luego
de 3 a 4 semanas transforidos a macetas In-
dividuales. Esperar a que las plantas formen
tubérculos o bien esperar de cuatro a cinco
semarnas para transplantarias al campo para su
evaluacion agrondmica.

Modificado de:

FERNANDEZ-NORTHCOTE, E. 1991. Potato
seedling screening for resistance to potato
viruses X and Y by the mass inoculation technl-
que. CIP Research Guide 37. Centro inter-
naclonal de la Papa (CIP), Lima, Pert. 12 pp.

REFERENCIAS

DAVILA, C. R, y E.N. FERNANDEZ-
NORTHCOTE. 1984. Factor affecting the potato
seedling screeningfor reslistance to potato virus
Y by using the mass inoculation technigue with
spray gun. En EAPR 8th Trisnnlal Conference,
interlaken, Schwelz. Abstracts of Conference
Papers. p. 164.

LINDNER, R.C. y H.C. KIRKPATRICK. 1959.
The alrbrush as a tool in virus Inoculations.
Phytopathology 49: 507-509.

La germinacién y el crecimlento de los
alméclgos debe ser uniforme. E! tratamiento
de las semilias con 4cldo glberélico sirve para
este fin.

Febrero, 1983

El inbcuio se aplica con a ayuda de tna
plstola pulverizadora a una preslén de alre de
25 a 30 Ib/pulg®
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constitulda por una serie de fasciculos susceptibles a ser actualizados.

Las Unidades Técnicas de Capacitacion (TTU), constituyen materiales impresos de estudios para
os profesionales Involucradcs en actividades de capacitacién desarrolladas por el CIP y est4

Febrero, 1993
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MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

5.0 CONTROL

Fasciculo 53  Cultivo de Tejidos para la Eliminacién
de Patégenos »

Los patégenos vegetales, tales como
nematodos, hongos, bacterias y virus, pueden
ser transmitidos de plantas enfermas a plantas
sanas. Sin embargo, no todas las células resul-
tan Infectadas; los tejidos meristeméaticos sa
encuentran aigunas veces libres de enfer-
medades porlo quoe es posible recobrar plantas
no Infectadas medlante técnicas de cultivo In
vitro de meristemas, y lograr su crecimiento
como plantas sanas.

1. Naturaleza de los patégenos

Los patdégenos vegetales incluyen
nematcdos, hongos, bacterias, rickettsias,
micoplasmas, virus y viroldes y pueden ser
transmitidos de plantas enfermas a plantas
sanas. Hasta el momento no existe Informacién
sobre rickettsias pai6genas de papa. El tamafio
relativo de estos patégenos varfa mucho. Entre
los patégenos vegetales, los nematodos son
los mé&s grandas y pueden ser observados
faclimente con un microscoplo estereoscoplo.
Los viroldes y los virus son los més pequefios,
y para la observacion de éstos Gitimos se re-
qulere de un microscoplo electrénico

La ocurrencia de una enfermedad no sélo
depende de la relaclon del hospedero y del
patégeno. Las condiciones ambientales, espe-
clalmente la humedad y la temperatura, juegan
un papel importante en el desarrolle de una
rnfermedad. Asf, una enfermedad puede
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definirse como el producto da la Interaccién
entre el hospedero, el patégeno y el amblente

Este concepto de una enfermedad es con-
ocldo como " trlngulo de la enfermedad".

La distribuclén de los diferentes patdgencs
dentro de la planta varfa también mucho. Pseu-
domonas solanacearum, el virus del eniol-
lamiento de la hoja de la papa (PLRV) y los
micoplasmas estén restringidos al tejido vas-
cularde una planta. Erwinia carotovora y el virus
X de la papa (PVX), invaden tanto el tejido
vascular como el resto de los tejidos de fa
planta. No todas las células en una planta en-
ferma se encuentran infectadas con pat(,jenos.
Los tefidos meristematicos de la ralz y de los
brotes tarminales de una planta infectada estan,
algunas veces, libres de virus. En algunas
ocasiones, tal como sucede en la papa con el
PVXy el TRV ("tobacco rattle virus), solamente
la ctpula y los primeros primordios follares se
encuentran libres de virus. Se desconoce la
razén exacta por lo que esto sucede; sin em-
bargo, se cree que uno, o todos, de los sigulen-
tes factores son responsables de elio:

a) Alta activicad metabélica.

Los virus se muitiplican acompafando el
curso de! metabtolismo del hospedero. Debido
a la gran actividad metabdlica de ias céiulas
meristemdticas del hospedero, los virus no
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pueden tomar el control a s la maquinaria
blosintética de las mismas.

b) Carencla del tejido vascular.

Los virus que se ubican tan s6lo en el floema
(PLRV) no pueden invadir los tejidos
meristeméticos debido a la ausencla de
diferenclaclén celular. En esta zona
meristematica, los virus que infectan los tejidos
no vasculares se diseminan de célula en célula
a través de los conductos Intercelulares (plas-
modesmos). Este es un proceso lento por lo
que resulta relativamente dificll que los virus
Infecten en su totalidad a las células que vienen
dividiéndose rapidamente.

¢) Alta concentraclon de auxinas.

Los tejidos meristeméticos de las plantas
tlenen una concentracién més alta de auxinas
que los tejidos de otras partes de las mismas.
Algunos autores indican que estas auxinas In-
hiben la multiplicaclon de los virus.

Debido a que los tejldos meristematicos se
encuentran algunas veces libres de patdgenos,
es posible recobrar plantas no Infectadas
mediante técnicas de cu:fivo /n vitro de merls-
temas, ¥ mantenerlas "=:la obtener plantas
adultas sanay.

2. Termoterapla

La termoterapia a temperaturas elevadas
(37°C) no elimina al viroide del tubérculo
ahusado de la papa (PSTVd). El PSTVd esta
compuesto por una molécula clrcular de RNA
enroscada a manera de una gran espiral. Por
osta razon es resistente a las nucleasas. Las
altas temperaturas, lejos de reducir la
concentracién del virolde, favorecen su
muitiplicacion. Por lo tanto, debe llevarse a
cabo una prueba para detectar PSTVd al
finalizar of perfodo de termoterapla.

Un método que permite la erradicaclon del
PSTVd se basa en la abservaclon de que en las
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plantas que crecen con temperaturas bajas, a
concentracién del virolde es baja. £En un ex-
perimento, las plantas fueron mantenidas a 8°C
durante cuatro meses y luego se disectaronlos
meristemas apicales. El 30% de las plantulas
regeneradas estaban libres de PSTVd, aun en
la segunda generaclén de tubérculos. Se
observé una tipica relaclon inversa entre el
tamarfic de la diseccion meristematica y el éxito
en la erradlcacién.

Este método, sin embargo, no es aproplado
como una técnica de rutina debido a que toma
mucho tiempo y es muy costoso. Puede ser
muy (til en casos especificos en los cuales un
clon muy valioso se encusntre muy infectado y
no se cuente con material que haya pasado la
prueba contra este patégeno.

Experimentos llevados a cabo con diferentes
sistemas de virus y sus hospederos han
demostrado que el tratamiento de plantas con
temperaturas elevadas (termoterapla) lleva a
una reducci6n en la concentracion del virus en
la planta. Se han dado diferentes razones para
explicar este fen6meno; probablemente no s6lo
una, sino una combinacién de ellas pueden ser
la causa delareducclén enlaconcentracién del
virug. Estas pueden Inclulr compstencla por
lugares de sintesis de acidos nucleicos y
protefnas, entre las células del hospedero que
se encuentran en raplda division ylas particulas
ded virus, lo cual puede llevar a un camblo en el
balance entre la sintesls y degradaclén de las
particulas virales. Tamblén el acido nucleico del
virus, portador de su informacion genética, esta
normalmente protegido del ataque de enzimas
degradantes por una cublerta compuesta de
muchas subunidades proteicas. A altas
temperaturas, la unién entre estas subunidades
se vuelve mas débll, se pueden producir aber-
turas temporales y permitir el ataque de las
nucleasas, lo que inactiva al virus y disminuye
la concentracién del mismo.

La termoterapia ha sido aplicada a tubérculos
de papa en reposo. Se ha observado una
reducclon en la concentracion de virus, espe-
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claimente del virus de! enroliamiento de la hoja
de papa (PLRV). Sin embargo, la eliminaciénde
todos los virus no ha sldo lograda, con la
excepcion del PLRV.

La termoterapla aplicada a la planta entera, al
igual que la aplicada a tubérculos ya brotados,
segulda por cuitivo de meristeimas, ha sido exi-
tosamente utilizada para la eliminacion de
muchos virus de papa.

En ol procedimlento estar.dar empleado en e
CIP, los mejores resultados han sido obtenidos
cuando la planta es decapitada antes de ser
tratada por termoterapla, y las yemas axllares
8o encuentran creclendo mientras reciben el
tratamiento de calor. Un régimen de
temperatura diarla de 36°C durante 16 horas y
de 30°C durante 8 horas, hajo luz continua de
alta Intensidad (10 000 lux + 108 uEm?s™)
mejorélastasas de eliminacién. Las plantas son
mantenidas bajo estas condiclones durante
cuatro semanas. meristemas, tanto de las
yemas axilares como de las yemas aplcales,
son aislados y cultivados como se muestra en
la seccion 6.

El proceso determoterapla antes sefialado se
esta tamblén aplicando a plantulas /n vitro.
Nudos con una yema son colocados en cajas
de plastico (Magenta GA-7) conteniendo el
medio C (20 nudos/caja). Estas se colocan en
el cuarto de cuitivo con las condiclones
apropladas. Cuando las plantas alcanzan 3 cm
de altura aproximadamente y presentan un
buen sistema radicular, se sellan las cajas con
cinta adhesiva y se continia en forma similar al
procedimiento /n vivo. Al cabo de un mes de
tratamiento se afslan y slembran los meristemas
apicales.

3. Quimioterapia
Como una altemativa a la termoterapla, se ha
probado en papa la quimioterapla. Un andlogo

de nucledsido, e! Virazole, conocido por su
amplio espectro contra el DNA y el RNA de los
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virus que afectan a los animales, ha mostrado
resultados variables cuando se ha aplicado en
plantas de papa medlante aspersién o
mediante cultivos hidrop6nicos, seguido de
cuitivo de meristemas. Resuliados preliminares
muestran clerta promesa cuando los 4pices
meristeméticos disectados son cultivados en
un medio con 100 ppm de Virazole.

Sin embargo, algunos Informes Indican que
los productos qufmicos antivirales pueden
causar mutaciones en las plantas. Por o tanto,
hasta atiora la termoterapia definitivamente es
el método praferidode pre-tratamiento antes de
efectuar el cuitivo de meristemas.

4. Esterliizacion de Ia superficle

Sl la suparficle del materlal vegetal est4 con-
taminada por patégenos o sapréfitos, y éste es
sembrado en un medio de cultivo, aigunos de
los contaminantes crecen rapidaments y
pueden matar al tefido y al érgano (explante) de
la planta. La mayoria de los contaminantes de
superficle, tales como bacterlas y hongos,
pueden ser eliminados por esterllizacién de la
superficle del materlal vegetal con un agente
esterllizador aproplado.

Los agentes esterllizadores dela superficle se
aplican normaimente durante 10 a 15 minutos.
Bajo condiclones asépticas, la solucién
esterilizadora es iuego eliminada y el materlal
vegetal lavado 3 6 4 veces durante 5 minutos
cada vez por agitacién en agua destilada estéril.
El lavado es muy importante para eliminar el
exceso del agente esterilizador €l cual puede
inhlbir el crecimiento de la planta. '

a) Etano! (alcohol)

El alcohol es un agente esterilizador comtin
de la superficle para eliminar bacterias y hon-
gos, y es frecuentemente utilizado como un
breve lavado antes de aplicar otros tratamlen-
tos de esterilizacién de la superficle de las plan-

tas. Tlene una baja tenslén superficial y puede
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penetrar faciimente entre las pilosidades
follares y mojar la superficie de la pianta. El
etanol al 70% es mAs efectivo como agente
esterilizador que el de 95% 6 100%.

b) Hipeclorito de sodio o de calclo

La superficie dei material vegetal puede
tamblén ser esterilizada con soluclones
acuosas de hipoclorito de sodio (NaOCI) o de
hipoclorito de calcio (Ca[OCI]). La sal de calcio
es preferida porque es menos fitotoxica.
Muchos laboratorios utilizan iejfa de uso
doméstico tal como Ciorox. Estos productos
comerclales contienen normalmente 5,25% de
NaOCI como principlo activo. Cuando so les
diluye con agua (1 parte de iejfa por 8 partes de
agua), ia solucién esterilizadora resultante
deberéa contener no menos de 0,5% de NaOCl.

Debido a la disociaclén completa, ei
hipoclorito tienen una actividad relativamente
poequefia a un pH superior a 8,0 y es més
efectivo fijando la solucion alrededor de un pH
de 6,0. La superficie del tejldo, disectado y
sumergido completamente en la solucién de
hipoclorito, queda esterilizada después de una
exposicién de 10 6 15 minutos. A continuacién
del tratamiento con hipoclorito, el materiai
tratado debe ser lavado culdadosamente con
varlos cambios de agua destilada para eliminar
completamente el desinfectante.

c) Bicloruro de mercurio

E! bicloruro de mercurio (HgCi2) ha sido
utilizado como desinfectante pese a que es
extremadamente toxico. La soluclén de
blcloruro de mercurlo es volatih a temperatura
ambiente y puede provocar envenenamiento
por mercurlo. Por lo tanto no recomendamos
su uso como agente esterliizador.

d) Bactericldas y fungicldas.

Con el material que se encuentra fuertemente
contaminado, aigunos Investigadores
recomiendan el lavado en una mezcla bac-
tericida/fungiclda comerclal antes de proceder
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a la esterilizacién de la superficie. Debe recor-
darse, sin embargo, que este tratamiento no
tiene efecto sobre Infecciones sistémicas. La
seccién 5 da una lista de bactericidas y fun-
gicidas conjuntamente con informacién
referente a su uso.

5. Antibiéticoe

A pesar de ser utillzados rutinariamente en el
cultivo de células animales para prevenir con-
taminaclones bacterlanas, los antibléticos no
han sido muy utllizados en cuitivo de tejidos
vegetales. Los fisiGlogos, a finaies de ios afios
50, sabfan que estos productos naturales
pueden alterar el crecimiento y desarroliodelos
cultivos /n vitro de tejidos vegetales. De hecho,
los tejidos vegetales son sensibles a los
antibiéticos y muestran una respuesta variable
de acuerdo a su genotipo.

La mayoria de los especialistas en cultivo de
tejidos no confian en los antibi6ticos para
eliminar ios contaminantes superficiales en las
disecclones. Estos productos son caros y nin-
guno es efectivo contra todos ios tipos posibies
de organismos contaminantes. Los antibléticos
son utillzados s6lo cuando ios microorganis-
mos son diffciles de eliminar por otros medios

Los sigulentes antibiéticos o combinaciones
de los mismos han sido exitosamente
aplicados:

Cefotaxina

Gentamicina

Rifampicina

Nistatina + Carbenecilina
Gantamicina + Amfotericina B
Vancomicina HCl + Micostatin
Estreptomicina + Carbenecllina

En algunos casos se ha encontrado
fitotoxicldad causada por:

Penicilina

Estreptomicina
Bactericina
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Esparsomicina

En el CIP, para erradicar bacterias o
levaduras se esté utllizando con clerto éxito la
Incorporacién de antibiéticos al medio de cul-
tivo. En caso de bacterias, se recomienda usar
Rifampicina (Rimactian 300-CIBA) a una
concentraclén de 49 g/l o Cefotaxima sédica
(Clafor&n ROUSSEL) a 200 mgA.

Se prepara una soluclén concentrada del
antibiético a utilizar (Rifampicina 12 000 mg/1 6
Claforan 40 000 mg)/1), se esterlliza por filtraclén
y se coloca en pequefios cuadrados de papel
fiitro estéril (6 x5 mm), los cuales se dejan secar
en una camara de flujo laminar. Se colocan
aproximadamente 0,03 m! de soluclén con-
centrada por cada cuadrado de papel. Se
recomlienda no utillzarlos después de siete dfas
de haberlos preparado, ya que pierden
progresivamente su eficacla.

Este trabajo debe realizarse bajo condiciones
de asepsia. Los cuadrados de papel son Intro-
ducidos en el medio de cultivo junto a la yerna
sembrada, y ésta debe ser transferida a medio
fresco con otro papel-antiblético cada 3 6 5
dfas. También se pueden usar otros antibléticcs
como Cefoxitina (Mefoxin MERCK) en dosis de
500 ppm.

En el caso que la contaminacién sea por
levaduras, se recomlanda usar Amfotericina B
en dosls de 0,25 ppm a 0,5 ppm, sigulendo en
todos los casos el mismo sistema del papel
flitro.

8. Aislamiento y cuitivo de meristemas

El punto de crecimiento del 4plce de la planta
es ol meristema. Es una zona pequeila com-
puesta de células meristematicas que se
dividen rapidamente.

El domo de la yema contlene las verdaderas
células meristeméticas y estd rodeada por
primordios follares y hojas primarias. debldo a
que los tejidos vasculares mas diferenciados se
encuentran alejados de los meristemas (hacla
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los tejidos mas viejos del tallo), los slementos
vasculares de los primordios follares son In-
ciplentes, v no han hecho aun contacto con la
parte principal del sistema vascular del tallo. Por
lotanto, las particulas de virus que puedan estar
presentes an el sistema vascular pueden llegar
a la zona meristematica del apice solamente
moviéndose de célula en célula; un proceso
muy lento. Esta es una de las razones prin-
clpales del porgqué en una planta infectada con
virus la concentracién de éstos disminuye
acropetalmente hacia los meristemas tanto del
éplice como de las yemas axilares.

El alslamlento en condiclones asépticas de la
porclén apical, lamada punto meristematico, y
su cultivo en un medio nutritivo adecuado e
igualmente aséptico, permite el desarrotlo de
plantulas. En principlo, esta secuencia de
desarrollo sigue un patrén similar al de aquel
presente en una planta normal. Las células del
meristema se dividen y la diferenciacién de
nuevos tejldcs continia. La nutriclén de la
secclén disectada de la planta es propor-
clonada por el medio artificlal. Esta técnica,
llamada cultivo de meristemas, fue aplicada por
primera vez para la erradicacién de virus en
dallas hace unos 30 afos por Morel y Martin
(1952), y lleva a la obtenclén de plantas libres
de pat6genos.

La diseccién aséptica del meristema es un
proceso dellcado y requlere muchas horas de
practica. El procedimlento es e! sigulente:

Se cortanlos tallos de la planta, que acaba de
ser sometlda a termoterapla, en segmentos que
contengan cada uno un nudo con su yema
axlar. Se remueven las hojas cuidadosamente.
Se desinfectan los segmentos de tallo durante
30 segundos en alcohol al 70%, y a
continuaclén con hipoclorito de calclo al 2,5%
durante 15 minutos. Luego los tallos son
lavados cuatro veces, por cinco minutos cada
vez con agua destilada estéril para eliminar e
exceso de hipoclorito. '
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Bajo un microscoplo binocular de diseccién,
se eliminan las hojuelas que rodean sl punto de
crecimiento hasta que quede solamente la
clpuia de la yema apical y unos cuantos
primordios follares (generalmente dos). La
clpuia y dos primordios follares son disectados
y transferidos al medio de cultivo meristemético
A (ver secclén 8). El meristema disectado es
transferido semanalmente al medio B. Después
de 6 a 8 semanas, las pequefias plantulas son
subcultivadas para un mayor crecimiento y
micropropagacién.

Después de la rageneracién a partir de ios
meristemas, las plantas son probadas para
detectar cualquier infeccion persistente de
virus.

7. Mantenimiento de cultivos

El material /n vitro pueden ser conservado en
cultivos por un tiempo Iindefinldo cuando se
toman suficlentes precauciones para evitar
contarninaciones y cuando Ia transferencla &
medio fresco es realizada a Intervalos
aproplados. Las plantulas /n vitro probadas
contra patogenos pueden ser mantenidas
como colecclones base para!a propagacién en
un programa de semilia.

Para mantenimiento por un perfodo corto, las
plantas son mantenidas en tubos sobre el
medio de propagacién C 6 D (ver seccl6n 8).
Los tubos son sellados con tapas de plastico
autocliavables. Estas son mejores que los
tapones de algodén que pueden ser
penetrados faclimente por las esporas de hon-
gos presentes en el aire y por Insectos.

La tasa de crecimlento de las plantas
depende de la temperatura de incubaclén, la
com-posicién del med!o y del genotipo.

Los medios E y F para almacenamiento (ver
secclon 8) ejercen un estrés osmotico sobre las
plantulas y pueden ser utliizados para al-
macenamiento a 25 °C; el estrés reduce la tasa
de crecimiento y da lugar a entrenudos cortos.
Muchos nudos estén asl disponibles cuando se
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inicla la propagacion del material almacenado.
El material almacenado bajo estas condiciones
necesita normalmente ser transferido sola-
mente una vez al ao.

Si la temperatura puede bajarse a 6°C, esto
reduce significativamente !a tasa de crecimien-
to de las pi&ntulas y las transferencias son re-
queridas solamente tina vez cada 2 6 3 afios.

Es posibie, por lo tanto, mantener una
coleccién de germoplasma bajo condiclones
de almacenamiento descritas anteriormente,
Cuando sareclbe un pedido para la exportacién
de un determinado genotipo probado contra
patégenos, éste puede sacarse del al-
macenamiento, ser micropropagado, y luego
ser distribuldo /n vitro.

8. Medios de cultivo

Todos los medios utilizados para este trabajo
estdn basados en las sales de Murashige y
Skoog (1962). Las soluclones concentradas de
sales son normalmente preparadas en cuatro
partes separadas:

Sales
MgSO4
Hierro
Vitaminas

a) Solucién concentrada de sales

NH4NOa3 3509
KNO3 40,09
CaC|2.2H20 910 g
KH2PO4 369
H3BOa 01g
MnS04.4H20 05g¢g
MnSO4.H20 04g
ZnS04.7H20 024g
ZnS04.H20 02g
Ki 0,02g
Na2Mo004.2H20 0,005 g
Control 5.3-pag.6
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Disueiva cada sal en 200 m! de agua des-
tilada:

Disuelva 5 mg (0,005 g) de CuS04.5H20 y
Smg de CoCl2.6H20 en 10 ml de agua; agregue
1 mi de esta sclucién a 200 m! de agua para la
soluclén concentrada.

Mezcle las diez soluclones de saies In-
dividuales juntas para hacer 2000 mi (2 I) de la
solucién concentrada de sales.

b) Soluci6n concentrada de sulfato de mag-
nesio

Mezclar 3,7 g de MgS04.7H20 en 100 mi de
agua destllada.

¢) Solucién concentrada de hlerro

Na2EDTA 0,75¢g
FeS04.7H20 055¢g

Disolver cada vitamina y completar hasta 500
ml con agua destilada. Repartir 10 mi de la
solucién de vitaminas en pequeiios envases y
mantenerios congelados. Utllizar un envase por
cada litro de medlo.

e) Preparacién del medio

Prepare 1 000 mi (1 1) del medio bésico de
Murashlge-Skoog (MS) mezclando las
soluclones concentradas en las slgulentes
proporclones:

Sales 100 mi
MgSO4 10ml
_Hierro 5mi
Vitaminas 10ml
Inositol 100 mg

Disueiva FeS04.7H20 en 20 ml de agua des-
tilada; Na2EDTA en 20 ml de agua destllada
callente. Mezcle las soluclonesfrias yllevea 100
ml con agua destllada

d) Solucién concentrada de vitaminas

Tiamina 0,4 mg/l 20 mg

Glicina 2,0 mg/l 100 mg

Acldo nicotinico 0,56 mg/ 25 mg

Plridoxina 0,5 mgn 23mg
Febrero, 1993

Agregue las hormonas que correspondan y
sacarosa (vea la pagina sigulente ) y ponga e
medio, con o sin agar, en autoclave a 121°C
durante 15 minutous.

Modiflcado de:

LIZARRAGA, R., A. PANTA, U. JAYASINGHE
y J. DODDS. Cuitivo de tejidos para la
eliminacién de patégenos. Gula de
Investigaclén CIP-3. Centro Internacional de la
Papa (CIP), Lima, Peru. 21 pp.
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Adiclones al medio MS bésico para la preparacion de tipos especfficos de medios.

Medios | Medio Ms + los siguientes
Ingredientes
A 0,1 mgh 4cido giberélico
Para meristemas 0,04mgfi kinetina
2,5% sacarosa
0,6% agar*
8 0,1 mgfi écldo giberélico
Para meristemas 20,2 mg/l putrescina HCI
2,5% sacarosa
0,6% agar*
C 1,0 mgf cido félico
Para propagacién 50,0 agua de coco
4,0 mg/l L-arginina HCI
2,0 mg/l Pantotenato de calcio
10,0 mg/ putrescina HCI
3,0% sacarosa
0,8% agar*
D 0,1 mg/ml acido giberélico
Para propagacion 2,5% sacarosa
0,8% agar*
E 4,0% " sorbitol
Para almacenamiento 2,0% sacarosa
0,8% agar*
F 4,0% manitol
Para almacenamiento 3,0% sacarosa
0,8% agar*
* Otros agentes gelificantes como Phytagel o Gelrite (Marca registrads) se pueden utilizar en
lugar de agar. Phytage! se afiade en mitad de la concentracién de agar y Gelrite se utiliza a un
cuarto de la concentracién del mismo.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién {TTU), constituyen materiales impresos de
estudios para los profesionales Involucrados en actividades de capacitacion desarrolladas
por el CIP y esté constituida por una serle de fasciculos susceptibles a ser actualizados.
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

6.0 DETECCION / Purificaclén

Fasciculo 6.1 Fundamentos de la Purificacién de
Virus de Piantas

El conocimiento acercade unvirus, antes que
éste sea purificado, es muy limitado. Se
necesitan preparaclones de virus muy puras
para realizar e~tudios quimicos, {sicos y oiros
estudios blol6gicos. Existen muchos virus que
infectan plantas y se dispone de varios
procedimientos de purificacion diferentes para
adaptarse a cada uno de ellos. Sin embargo,
podemos reconacer varios sistemas diferentes

da purificaclén de acuerdo al tipo de virus.

Grupo 1. Un solo components
nucleoproteico

Las particulas de virus de este grupo con-
tlenen una molécula de &cido nuciéico central
(quelleva ia Informacion genética) rodeado por
una cublerta proteica. El virus de! mosaico del
tabaco y los virus esféricos parecidos al virus
del mosaico del pepino y al virus del enro-
llamiento de la hoja de la papa pertenecen a
este grupo. Hasta el momento lamayorla dalos
virus de plantas aislados pertenecen a este

grupo.
Grupo 2. Nuclaoproteinas multicompuestas

Ademés de las particulas nucleoprotelcas
caracterfsticas, muchos virus tienen otras
particulas que no contienen &cldo nucléico.
Otros virus pueden tener varlas partfculas
diferentes que contengan cantidades diferentes
de 4cido nucléico. Los niétodos usados en
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lapurificaclén de estos virus son muy similares
a las de! Grupo 1, pero en el paso final, los tipos
diferer*es da particulas virales son separados
hacléndoss uso de las diferenclas en sus coefl-
clentes de sedimeniucién o densidades.

Grupo 3. Virus gatélite

Algunos virus son Incapaces de muitiplicarse
solos en un hospedero a menos que éste sea
simuitdneamente Infectado con otra virus.
(EJempio: el virus satélite del virus de la necrosis
del tabaco.) En este sistema los dos virus son
propagados juntos y luego separados durante
0 después de la purificacion.

Grupo 4. Virus cublertos

Ademés de la cublerta protelca que encierra
al acido nucléico, estos virus tlenen una
membrana externa compuesta de Ifpidos. Estas
membranas lipldicas son muy cellcadas y se
dafian facllmente causando la Inactivaclén de
las particulas. Ademas, los procedimientos de
purificacion de virus en el Grupo 1 y que son
diryidos hacla la destrucclén de membranas
no son adecuados para estos virus. Se deben
utiiizar métcdos més suaves.

Grupo 5. Viroides

Los viroldes, como el virolde del tubérculo
ahusado de la papa (PSTVd), no tienen una

Purificacién 6.1-pag.1
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cublerta protelca. Sori moléculas de 4cido
nucléico libres. Los métodos de purificacién
utitizados estén basados enaquelios que sirven
para el aislamiento de 4cldos nucléicos. No se
pueden aislar por ninguno de los procedimien-
tos utilizados para los cuatro grupos anterlores.

Aunque existen muchos métodos de puri-
ficacin diferentes para aislar virus, hay algunos
pasos muy comunes en todos olios:

a) Los virus deben sar propagados en un
hespedero aproplado en el cual alcancen altas
concentraclones.

b) Los virus tienen que ser extraidos a un
medio liquido con una pérdida minima de infec-
tividad.

c) El extracto debe ser clarlficado para
remover la mayor parte del material del
hospedero.

d) El virus alslado debe ser concentrado a un
volumen mas pequefio.

Las purificaciones slempre deben ser
realizadas con virus que sean biol6gicamente
puros. Esto qulere decir quelos cuitivos de virus
estén libres de otros virus contaminantes o que
no contengan mezcias de aislamientos o
“straing" diferentes. Los virus mutan muy
rapldamente yes muy dificll evitar la produccién
de mutantes en un cultivo. Sin embargo, latasa
de mutaci6n de los virus puede ser mantenida
& un minimo suprimiendo las condiciones en
que éstas son mas frecuentes, como tem-
peraturas elevadas, irradiaci6n \* oxposicion a
componentes quimicos mutagénicos. El virus
alslado debe ser analizado periédicamente
utilizando plantas Indicadoras para determinar
la posible existencia de mezclas.

El cultivo del virus puede ser mantenido
biolégicamente puro Inoculando plantas in-
dicadoras en las que se produzcan leslones
locales y alsiando al virus de la lesién e
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inoculandolo a otra planta hospedera. La trans-
ferencla de varlas lesiones locales reduce la
probabllidad de que el aislamiento esté con-
taminado con otro virus u otro "strain" del virus.
Una vez que el cuitivo esté puro, se debers
tomar toda precauclén para prevenir su
contaminacién.

- SELECCION DEL HOSPEDERO PARA LA -

PURIFICACION

Es importante elegir a una planta hospedera
de la que se obtengan grandes cantidades de
virus, ya que la concentracién del mismo puede
varlar conslderablements en diversas plantas
hospederas. Las plantas Infectadas sls-
témlcumente con el virus son siempre pre-
feridas a aquellas en las cuales el virus estd
localizado. '

Lafacilidad y la velocidad de propagacién en
la planta hospedera y el estado de crecimisnto
en el que pueden ser inoculadas, son factores
importantes a considerar durante ia selecclén.

Es muy convenlente que las plantas
hospederas selecclonadas no contengan gran-
des cantidades de taninos, gomas ni compues-
tos fendlicos puesto que estos compuestos
interfleren conla purificaclén de virus. General-
mente, estos compuestos estan presentes en
grandes cantidades en plantas lefiosas
hacléndolas Inapropladas para los trabajos de
purtiicacién.,

Las condiclones bajo las cuales las piantas
Inoculadas crecendeterminanla concentracién
del virus en éstas. Se obtlenen rendimientos
méximos en plantas de crecimiento vigoroso.
Las condiciones medio ambientales como !a
temperatura y la luz afectan la concentracién
del virus. Usualmente las temperaturas bajas
retardan su multiplicacién, pero las
temperaturas més altas Inducen su mutacién.

Generalmente, una temperatura de 20-25°C
es aproplada.
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intensidades de luz baja también ayudan a
inducir la multiplicacién del virus. En reglones
donde la Intensidad de luz es mé4s alta, la
reduccion de la intensidad de Ja luz a un 20%
de la lluminacién externa normal dentro del
invernadero favorece fa muitiplicacién del virus
en et hospedero. Los nutrlentes de las plantas
y la duracion del dia pueden afectar la
multiplicacion del virus; sin embargo, sus efec-
tos no son tan importantes como los de la luz y
la temperatura.

Clertos virus de plantas se multiplican durante
largo tlempo en las hojas mientras que otros
alcanzan un pico de concentracién dentro de
un perfodo corto de tlempo. En clertos virus la
concentracién sg Incrementa hasta un clerto
nivel y luego comlenza a disminulr. Es impor-
tante cosechar las hojas cuando la
concentraclon estd cerca al méaximo. Es
también Importante notar que la concentracién
del virus en partes diferentes de la planta puede
variar muchfsimo.

Las hojas cosechadas pueden ser al-
macenadas congeldndolas a -20°C. Sin embar-
go, muchos virus son inactivados por la
congelacién. Sl el virus no se Inactiva, la
congelaclér: tiene la ventaja que desnaturaliza
clertas protelnas de la planta facliitando la
purificaclén.

MEDIO DE EXTRACCION

Durante la extracci6n es muy importante que
el medlo de extraccion entre en contacto In-
mediatamente con las células destruidas. Al-
gunas de las soluclones amortiguadoras
cominmente utiizadas son las de citrato, fos-
fato, borato y Tris-HCI.

Para la extraccién de la savia de la planta se
necssitan los siguientes materiales:

o marteroy pllén (usado para extraccionas
a pequeia escala)

e diferentes tipos de licuadoras y extrac-
tores de jugo
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@ moledores

Los virus que son estables (tal como el virus
del mosaico del tabaco) no necssitan de un
medlo de extraccién complejo para la
purificacién. Sin embargo, muches virus tienen
requerimientos especificos de pH y de
concentracién de sales. También pueden
necesitar otras sustanclas especificas para es-
tabilizarios.

1. pH

La concentraci6n de iones de hidrégeno (pH)
es un factor muy importante que goblerna la
solubllidad de proteinas. Las cargas en las
protefnas del virus varlan con e} pH de la
solucidn. La cublerta protelcadel virustiene una
carga nata de cero en su punto iso-eléctrico, en
el cual preciplta.

La mayorfa de los virus alcanzan su punto
Iso-eléctrico en medio 4cido. Ademés, para
que los virus permanezcan en la solucién, si
medio de extracclén debe ser alcalino. Sin em-
bargo, el pH no debe ser muy alto. En un pH
alto, las unlones entre {a proteina viral y &cldo
nucléico se debllitan, causando un hinchamlen-
to de las particulas virales y hacléndolas més
susceptibles a endonucleasas presentes en la
savia de la planta.

2. Concentracién do sales

La establlidad de los virus también varfa ccn
las diferentes concentraclones de sales de!
medlo de extraccién. Por ejemplo, el virus del
mosalco rayado de la cebada ¢s méas estable
en soluclon amortiguadora Tris 0,1-0,2M, pH
7,0 que a concentraciones de sales mas bajas
o altas.

3. Efecto estabilizante de la savia

En clertos virus el extracto crudo puade
tamblién tener un efecto estabilizante. Estos
virus llegan a ser menos estables en las
purificaclones puesto que las sustanclas es-
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tabllizantes son removidas. Ademas, en estos
casos, el medio de extracclén usado tiene que
ser modificado agregando sustanclas es-
tabilizantes en varlas etapas del protocolo de
puriflcacién para garantizar la estabilidad de las
particulas del virus.

Slel virus es Inestable, es aconsejable reallzar
la purificacién en frlo.

4, lonos metélicos y molaridad

Algunos virus requieren la presencia de iones
divalentes comoCa* * 6Mg™ * para conservar
su Infactividad o preservar la integridad de su
estructura. Los requerimlentos de molaridad
varfan de acuerdo al virus, slendo algunos es-
tables an molaridades altas y otros en
molaridades bajas. El rango de molaridad
puede variar desde 0,001M hasta 0,5M. En al-
gunos cascs se agrega EDTA para minimizarla
agregacién causada por metales divalentes. El
EDTA es un agente quelante.

5. Componentes vegetales que inactivan al
virus

Generalmente, las materiales daiilnos
liberados durante ei homogenizado o extrac-
clon pueden ser reducldos por el uso de gran-
des voliimenes de soluclén amortiguadora.
También se pueden afiadir productes qtifimicos
para contrarrestar clertos tipos de componen-
tes de la planta que causan agregaclén e
Inactivaclén.

La oxidaclén de los compusestos fenélicos
puede Inactivar a los virus. Esto se puede
prevenir agregando agentes reductores tales
como el blsuifito de sodio, hidrocloruro de
cisteina, 4cido tloglicélico, 4cldo ascérbico y
mercaptoetanol. Las polii>rol oxldasas, en-
Zzlmas que contlenen cobre, son a menudo
responsables de la inactivacion de virus en ex-
tractos de plantas. La presenciade compuestos
fendlicos en el extracto de la planta dificulta la
purificacién de los virus, ya sea precipitidndolos
o Inactivindolos a través de sus componentes
oxidados. Su acclén puede ser Inhlbida
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agregando agentes quelantes del cobre tal
como el DIECA-sal sédica (Dietil-ditlocar-
bamato de sodlo) 0,01M.

Los compuestos fendlicos se pueden oxidar
directamante o por acclon de enzimas
produclendo guinonas, las cuales son més ac-
tivas que los fenoles. La formaclén de las
quinonas se puede Impedir de las slgulentes
formas:

e Compitiende por el oxigeno en el extrac-
to (2-mercaptoetanol, 4cido ascérblco,
acldo tloglicélico, hidrocloruro de
clstelna).

¢ Inactivando la enzima polifencioxidasa,
que contlerie cobre, con agentes quslan-
tes del cobre (DIECA-sal sddica).

Las taninos presentes en los extractos de
plantas preclpitanlos virus. Esto se puede evitar
usando un pH alcalino, grandes voliumenes de
soluclén amortiguadora, afiadiendo alcaloides
(cafeina, sulfato de nicotina), algunas protefnas
(albimina de huevo, leche en poivo) y
pollmeros sintéticos (polivinipirrolidona). Tanto
los alcaloides como las protelnas y polimeros
sintéticos compiten con los virus en la
formaci6n de agregados con los taninos.

6. Aditivos qua eliminan protefnas y '
ribosomas de lag plantas

Los ribosomas tienen un coeficiente de
sedimentacién muy similar al de los virus. Por
esta razén se pueden eliminar haciendo uso de
diversos aditivos. La seleccién del método
depende de la establlidad de los virus en la
presencla de los adltivos usados.

El EDTA-Na 0,01M en soluclén amor-
tiguadora de pH 7.4 destruye los ribosomas
previniendo su co-sedimentaclén con el virus.
Este método siilo puede ser usado para virus
que no necesitan lones metiicos divalentes
para su estabilidad.

En algunos casos se puede utilizar bentonita
para eliminar ribosomas 188, protelnas y restos
verdes de cloroplastos.
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7. Detergentes

El Triton X-100 puede ser utilizado pafa asistir
en la liberaclén del virus de los componentes
celulares Insolubles como membranas.

8. Enzimas

En aquellos casos en los que el virus se
encuentra restringido al floema, se puede
utllizar clertas enzimas, como pectinasas y
celulasas, para permitir la liberacléndel virus de
los tejidos.

DESNATURALIZACION SELECTIVA DE
COMPONENTES DEL HOSPEDEROQ

Existen diversos métodos para eliminar o
desnaturallzar selectivamente los materiales
vegetales en el extracto de virus. Los més co-
munes sonlos qua se describena continuacin,

1. Congelacién

Los tejides Intactes de las hojas o su extracto
pueden ser congslados. Es mds ventajoso con-
gelar el extracto en vez def tejido para eliminar
algunas protelnas de la planta.

La congelaclén y descongelaclon repetida es
mas eficlente que la congelacién de los extrac-
tos por un perfodo largo.

2. Calentamlento

Sl el virus tiene un punto de Inactivaclén ter-
mal alta, el calentamiento de los extractos a
40°C durante una hora 6 a 50-60°C durante 10
minutos desnaturalizara las protefnas de la
planta. Estas protelnas desnaturalizadas
precipitan y pueden ser faciimente separadas.

3. Solventes Crgénicos

Los solventes orgaaicos que son parcial-
mente solubles en agua, tales como el clorofor-
mo, butanol y tetracloruro de carbono, pueden
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ser usados para desnaturalizar protelnas de la
planta. Estos compuestos orgénicos también
desnaturalizan lipoprotefnas. Por tal razén no
dsben ser usados para la purificaclon de virus
cublertos (Grupo 4).

4. Preciplitacion Selectiva usando Sales y
Alcoholes

Losvirusylas protelnasde las plantas pueden
ser precipitadas con el uso de sales y alcoholes.
Sin embargo, esta propiedad puede ser
utilizada seloctivamente para precipltar las
protelnas de la planta dejando los virus en la
solucién. La mayorfa de las protefnas del
hospedero no se dlsuelven una vez que son
precipitadas, probablemente porque son des-
naturalizados durante el procedimiento. La
concentracion de las sales necesarias para
precipitar protelnas depende del pH del medio.

Mientras mas cercano se encuentre el pH al
punto Isoeléctrico, los virus y las protelnas del
hospedero son més Insolubles. Algunas
proteinas de la plarta pueden ser precipitadas
bajando el pH a 5,0. Las proteinas de la planta
hospedera pueden ser precipitadas selectiva-
mente afiadiendo sulfato de amonlo saturado al
40%.

CLARIFICACION DEL EXTRACTO

El extracto iniclal normalmente contiene frag-
mentos grandes de tejldos, células, cloroplas-
tos, nicleos, mitocondrias, fragmentos de
membranas, virus, proteinas y sales solubles.

El primer paso es la eliminaclén de las
particulas que son més grandes que el virus,
tales como cloroplastos, mitocondrias, etc.
Esto se logra filtrando el extracto.

La filtraclon es un proceso muy simple, pero
se debe tener cuidado en la elecciéon del
material. Una muestra flitrada puede ser
prccesada para ellminar tejidos grandes y
células no fracclonadas, pasando los extractos
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a través de algunas capas de papel de filtro o
varias capas de gasa, malls fina de nylon o lana
de vidrio. La filtraclon también puede ser hecha
& través de carbén, tierra de diatomeas, ben-
toniia, polvo de celulosa o Celite. Sin embargo,
estos materlales no son cominmente usados
en la purificacldn de virus de papa y camote.

El uso de la lana de vidrio y gasa como un
medio de fiitraci6n es solamente eficlente para
flitrar membranas y pedazos grandes de
tejidos. Sin embargo, el fiitrado aiin contiene
cloroplastos, ntcleos, mitocondria y otros com-
ponentes junto con ios virus. Por lo tanto, una
clarificaclon posterior por centrifugacién a baja
velocidad tlene quse ser realizeda para rernover-
loe. Una fuerza de centrifugacién de 10,000 g
durante 10 minutos es generaiments suficiente.
Este tratamlento produce un sedimento consl-
derable qua contlene la mayoria de los "debrig"
grandes de la planta, dejando en la solucién
virus, clertos ribosomas, particulas mds
pequeias que los virus, protelnas y salss di-
Sueltas

El extracto clarificado asf obtenido, puede ser
ademads procesado para obtener particulas de
virus usando muchos métodos diferentes. Al-
gunos de los métodos que pueden ser
empleados son:

e Flitraclon por gel (agar, agarosa,
sephadex)

Cristalizacion

Preclpitacion isc-sléctrica
Electroforesls

Cromotcgraffa de Intercamblo l6nico
Sistemas de dcs fases
Ultra-centrifugaclon -

Centrifugaci6n e través de gradlente de
dengidad

Métodos serolégicos

Geles secos

Microfiitros

El procedimlento deberé ser adoptado
dependiendo de la establiidad del virus y de los
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contaminantec presenie. ¢n el extracto
clarificado.

Para los virus de papa, se utiliza cominmente
la cristalizacién, la precipitacién iso-eléctrica, la
ultracentrifugacién y la centrifugacién en
gradlentes de densidad. Sin embargo, esto no
significa que los otros métodos no sean
aproplados para la purificaclén de virus de
papa. Mediante exvperimentos, las otras
técnicas puedei; sar adoptadas para la
purificacién de estos virus.

1. Flitracién por gel (agar, agarosa,
Sephadax)

Este proceso también se conoce como

cromatograffa de tamizado molecuiar y es.

especialmente util para virus que se des-
naturalizan durante la centrifugacién a altas
velocldades.

La sustancla que se va a utllizar como filtro
molecular se empaca en una columna. Las
moléculas mas pequefias entran al gel,
mientras que las particulas o moléculas mas
grandes son excluldas o pasan répldamente a
través del gel. La separacién depende de la
porosidad del gel y del tamaiio dle las particulas
de virus y componentes celulares de la pianta
('debris”). El virus se obtiene diluido en un
volumen que es ¢l doble del volumen original,
por lo que dabe ser concentrado.

2. Cristalizacién

Por manipulaclén propla de la concentraclén
de sales, particularmente afiadiendo grandes
cantidades de sulfato de amonlo (25%),
muchos virus y protefnas de plantas pueden ser
precipitados o cristalizados. El preclpitado as/
formado puede ser concentrado por filtraclén o
por centrifugacl6n a baja velocidad. Luego, el
precipitado puede ser disuelto en un pequeiio
volumen de solucién amortiguadora para ob-
tener una suspension de particulas de virus.
Esta solucién, sin embargo, tamblén centendra
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un clerto porcentaje de protelnas del
hospederc disueitas como contaminantes,

Durante la cristalizacién, la mayorfa de ias
protelnas del hospedero cristalizadas o
precipitadas son desnaturalizadas y no pueden
disolverse cuando son resuspendidas en la
solucién amortiguadora.

Generaimonte, este proceso no se utiliza en
los métodos de purificacién modermnos debido
a la sensibiiidad de clertos virus a las altas
concantraclones de sales.

3. Procipitaclon ico-aléctrica

Sefe conoce tamb!ién como precipitacién por
acidificac! n o por camblo de pH. Los virus son
moléculas anfotéricas (que contienen cargas
posltivas y nagativas al mismo tiempo). Existe
un valor de pH, llamado punto Isoeléctrico, en
el cual la carga neta de estas moléculas se
vuelve cero y se produce su precipitacién enla
soluclén.

Este procedimiento para concontrar virus
mediante la disminuci6n del pH hasta e! punto
Isoeléctrico es muy (tl para virus que precipltan
a un pH Inferlor a 4,5, ya que la mayoria del
material vegetal precipitaa un pHde 4,865y
se puede, de este modo, removeio de la
preparacion antes de precipitar al virus mismo.

4. Eiectroforesls

Este método de separacion se basa en la
migraclon de particulas cargadas o moléculas
a través de un campo eléctrico. La tasa de
movimiento depende, entre otros factores, de
la carga neta de la particula o molécuia, el
potenclai de gradiente formado por el campo
eléctricoy lareslstencia def medio al movimien-
to de la partfcula o molécula.

La electroforesls en geles (medio seml-
sélido) de agarosa o agarosa/acrilamida se
puede utllizar para purliicar preparaclones
vireles ya que los virus son particulas cargadas
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y migran através de un campo eléctrico (excep-
to en el punto Isoeléctrico). Sin embargo, esta
técnica no es muy utllizada para purificaclones
de virus vegetales debido, en parte, a los
pequeiios volimenss que deben ser utllizados.

La electroforesis con gradientes de densidad
(en medio lfquido) de sucrosa en una columna
es mds utilizada que la anterior para
purificaciones de virus. Se puede procesar un
volumen mucho més grande de la preparacién
y la recuperacién dei virus es més facil. Este
método es muy valioso para purificar virus ines-
tables o virus que poseen un coeficiente de
sedimentaclén similar al de los componentes
vegetales.

§. Cromotografia de intercambio l6nico

Las resinas de intercamblio i6nico son
polfmeros sintéticos que se producen en forma
de esferas cun clerto nimero de grupos
lonizables. Uno de estos grupos se fija al
polfmero y otro queda libre para ser
reemplazado o Intercambiado. En resinas de
intercamblo catiénico, el lon fijado est4 cargado
negativamente (anién) y el ion positivo (catién)
puede ser Intercamblado. En resinas de inter-
cambic an'énico ocurre lo contrario. De acuer-
do a la carga, las moléculas en la preparacién
de virus son retenldas o pasan libremente. A
pesar de que le cromatograffa por intercambio
I6nico es capaz de separar moléculas quetiene
cargas eléctricas muy parecidas, no se usa
comlnmente para purificar virus debido a que
no slempre separa completamente al virus y
algunas veces, éste queda unido irre-
versiblemente a la resina. Normaimente se
utiliza para remover impurezas de las
suspension de virus.

6. Sistemas de dos fages

Tamblén se les llama cromatograffa de
particion. La purificaclén de virus utllizando dos
fases liquidas ha sldo utilizada hasta clerto
punto. Ejemplos de estos sistemas de dos fases
son: polietilenglicol-dextran y polletilenglicol-
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sulfato de dextran. E! proceso depende de la
concentracién de sales y en algunos casos el
virus puedo ser concentrado, total o parcial-
mente, en la fase de menor volumzn.

7. Ultra-centrifugacién

La ultra-cantrifugacién en un rotor de angulo
fijo es el método més utilizado para concentrar
virus. Las particulas virales sedimentan contra
las paredes Inclinadas del tubo y se deslizan a
su parteinferior para formar un"pellet". General-
mente, este proceso toma 2 horas o menos. Es
muy importante centrifugar la preparaci6n el
menortiempo posible por que la sedimentacién
a alta velocidad es un proceso fisico muy
severo que puede dafar a las particulas de
virus. Inmedlatamente después de terminada la
centrifugacién, el sobrenadante debe ser
eliminado y e sedimento resuspendido en un
volumen pequeiio de solucién amortiguadora.

8. Centrifugacién en gradientes de
densided

Esta s la técnica mas utllizada para finalizar
la purificaclon de virus. Las preparaciones con-
centradas de virus se colocan culdadosamente
sobro la parte superlor de tubos que contienen

gradiente pre-formadas y se centrifugan.’

Durante la centrifugacién, los virus y los con-
taminantes vegetales se mueven a través de la
gradlente con tasas de migracién diferentes
debido a las diferencias en sus coeficlentes de
sedimentacion. Después de ia centrifugacién,
ia capa que contieng al virus puede ser obser-
vada através de un raya de luz difusa como una
banda densa opalescsnte.en el tubo y puede

ser colectada manualmente con una Jeringa

hipodérmica o utllizando un fracclonador de
gradientes de densidad.

9. Métedos serolégicos

Existen dos métodos serolégicos para con-
centrar virus purificado y ellminar contaminan-
tes.

El primero es la cromatografla por afinidad.
En elia, la preparacién viral se pasa a través de
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una columna con anticuerpos adsorbidos a la
matriz sélida. Las particulas virales son
atrapadas porlos anticuerpos y permanecen en
la columna, mientras que los materlales vege-
tales son eluldos. Las particulas virales son
subsecuentemente removidas de la columna
mediante la disoclaci6n del compiejo virus-an-
ticuerpo. Esta técnica ha sido exitosamente
empleada en la preparacién de virus altamenta
puros para la producclén de anticuerpos.

El segundo método s la utilizaclén de an-
tisueros para remover los antigenos del
hospedero. El antisuero se prepara Inysctando
en un conejo (u otro animal de sangre calienia)
protelnas purlficadas de la planta hospedera. El
antisuero es luego furificado y la fraccién de
gammaglobulinas se incuba conla preparacién
viral. El complejo anticuerpo-proteina de
hospedero es removido medlante una
centrifugaclén a haja velocidad yla preparacién
viral se separa de las protefnas solubles del
suero mediante centrifugaclén con gradientes
de densidad.

10. Geles secos o adsorbenies

El fosfato de calclo es uno ds los adsorbentes

mas cominmente utilizados para la purificacién ;
de virus de plantas. El precipitado fresco de

fosfato de calclo se obtlene mezclando CaClz
iM y NaoHPO4 0,2M. Este debe ser lavado
varlas veces para remover las sales residuales
Yy luego se mezcla con la preparacién viral. La
mezcla adsorbente-protelna es separada luego

por centrifugacién o filtracion. £l virus también

puede resultar adsorbldo. En ese caso, se
puede eluir bajo condiclones adecuadas.

11. Microfiltros

Esta técnica ha sido ampliaments utliizada
para la purlficaclén de virus animales. Se
pueden armar slstemas de filtros con tamafios
de poro diferentss de tal forma que la pre-
filtracién (para remover las particulas mas gran-
des que pueden obstrulr los filtros de poro
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pequeiio) y la concentracién del virus acurra
simultaneamente. Este método es adecuado
para moléculas globulares y para virus abas-
tonados flexibles como el virus del mosaico del
tabaco. No es recomendable para moiéculas
flexibles filformes, ya que pueden romperse por
la fuerza de torsl6n de la filtracién y sus frag-

mentos pueden obstrulr los filiras. Otra desven-
taja es que los virus pueden llegar a adherirse
a los filtros de pre-filtrado. Una forma de evitar
la pérdida de virus es utilizar filtros con un
diametro de poro por o menos 10 veces mas
grande que el tamafio del virus que va a ser
fitrado.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales impresos de estudios par.
os profesionales Involucrados en actividades de capachtacién desarroiladas por el CIP y est
constitulda por una serle de fasciculos susceptibles a ser actualizados.

Febrero, 1993

Purificacién 6.1-pag.9

/T



@m INTERNACIONAL DE LA PARA (W)
: UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

6.0 PURIFICACION

Fasciculo 6.2
Plantas

Protocolos de Purificacién de Virus de

Las preparaciones de virus purificado son
necesarlas para el estudlo de las propledades
fisicas y bloquimicas del mismo, para la
produccién de antisueros especfficos, para la
preparacién de sondas o "probes" de dcldos
nucleicos complementarios a fa secuencla viral
y para la determinacién de productos finales de
traducclén.

Generalmente, una purificacién comprende
los sigulentes pasos:

Extraccién

Clarificaciéon
(baja velocidad)

Sedimentacién
(baja velocidad)

Clarificaciéon
(baja velocidad)

Sedimsntacién
(alta velocidad)

Clarificacién
(baja velocidad)

Centrifugacién en gradientes do densidad
(alta velocidad)

Fracclionamiento
Sedimentacién
VIRUS PURIFICADO

Una vez que se ha obtenido el virus
purificado, es necesario determinar su
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concentraclon. Para ello, se debe preparar una
dilucién del virus (normalmente 1/20) y leer su
absorbancla a OD2go. Esta lectura debe ser
corregida por la dilucién utilizada y luego
dividida por ef coeficlente de extincién del virus.
El coeficlente de extincidn es una caracteristica
propla de cada virus y representa fa absorban-
cla de una concentraclén de 0,1% (1 mg/ml) del
mismo con un pasaje 6ptico de radiacién de 1
cm utillzando una longltud de onda de 260 nm.
El coeficlente de extincion se representa con el
sigulente simboclo:

0,1%
E
1 cm, 260 nm

Por ejemplo, si una preparacién diluida 1/20
de APLV (componente bajo, "bottom") tiene un
valor de OD2sp de 0,37 y su coeficiente de
extinclén es de 9,6, la concentracion de virus
serd: 0,37x20 = 7.4

74/96 = 0,77 mg/ml

Utilizando célculos simples se puede conocer
tamblén los mg totales en la purtficacién y el
rendimiento de virus por kg de tejido de la
planta hospedera.

Es recomendable que en cada uno de fos
pasos finales d= la purificacién, se tomen
pequefias muestras de la preparacién para que
sean analizadas bajo el microscopio
electronico. De esta forma, se puede saber si
se est4 obteniendo virus cada vez mas con-
centrado y libre de contaminantes. A
continuacién se describen los protocolos de
purificaclion de los virus de papa mas comunes.
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Extraccién

Homogeneizar el material vegetal con 2 volimenes (por peso de hojas) de
solucién amortiguadora fosfato 0,1M pH 8,0 y 0,5% de 2-mercaptoetanol

Filtrar con gasa

Emulsificar durante 1 minuto

Agregar 10% (v/v) de tetracloruro de carbono (CCls) y 8% (v/v) de 1-butanol

]

Clarificar
7 840 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

I

Sedimentar
72 527 g durante 90 minutos

Procesar sedimento

Resuspender en soluclén amortiguadora

fosfato 0,01M pH 7,5

(1/10 del voluman original)

durante toda la noche

l

Clarificar
7 850 g durante 10 minutos

Continga ....

Febrero, 1993

Purificacién 6.2-pag.2




Centro Intemaclonal de |a Papa (CIP)

Febrero, 1993

Procesar sobrenadante

[

Sedimentar
Sobre coichén de sucrosa al 20% (p/v)
1 ml por tubo
160 440 g durante 80 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora fos-
fato 0,01M pH 7,5 (1/50 del volumen original)

durante toda la nochs

Clarificar
7 840 g durante 10 minutos

Procsasar scbrenadanta

Centrifugar en gradientes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en rotor de columpio
96 500 g durante 120 minutos

Fracclionar
Colectar la banda que contiene virus en la gradiente

l

Procesar las fracciones
Diluir 1:3 en solucién amortiguadora fosfato 0,01M pH 7.5

Sedimentar
102 681 g durante 60 minutos

Continta ....

Purificacién 6.2-pag.3
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Centro internacional de ic. Papa (CIP)

Procesar sedimento
Resuspender en soluclén amortiguadora
fosfato 0,01M pH 7,5 (1/100 del volumen

original} durante toda la noche

Clarificar
7959 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadants

l

Centrifugar en gradientes de denaldad
Preformadas de cloruro de ceslo (CsCl al 30, 60 y 30%, p/V)
128 028 g3 durante 5 horas

Fraccionar
Colectar la banda que contiens virus en la gradiente

Dializar
Durante toda la noche
Realizar 2 camblos de 2 | cada uno con solucién
aniortiguadora fosfato 0,01M pH 7,5

Leer absorbancia
En un espectrofotomstro

Febrero, 1993 Purificacién 6.2-pag.4
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Centro intarnacional de la Papa (CIP)

Virus X de la papa (PVX)

“ Nicotiana glitinosa.

olamenta el imbo'de Ias:

Febrero, 1993

Extracclén
Homogenelzar el material vegetal (50 a 60 g)
con 2 volimenes (por peso de hojas) de
solucién amortiguadora fosfato 0,1M pH 8,0
con 0,2% de 2-mercaptoetanol y 10% de etano!

I

Flitrar el extracto
atravas de 3 capas de gasa

l

Clarificar
7 840 g durante 20 minutos a 4°C

Procesar sobrenadante
Adiclonar 1% de Triton X-100
Agitar durante 1 hora a 4°C

Clarificar
5 500 g durante 20 minutos

Procesar sobrenadanto
Adicionar 0,2M de NaCl y 4% de
PEG (PM 6 000 a 8 000)
Agltar 1 horaa 4°C
Incubar 1 hora a temperatura ambiente
. en reposo

Sedimentar
7 840 g durante 30 minutos
Continda ....

Purifloacién 6.2-pag.5
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Centro Internacicnal de la Papa (CIP)

Procesar sedimento (a 4°C)
Resuspender en 8 mi de solucién amor-
tiguadora fosfato 0,05M pH 8,0 con 1% de
Trit6n X-100 y enseguida enjuagar los tubos
con 2 ml de la misma solucién

7 840 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

I

Centrifugar
Sobre colchon de sucrosa al 30% (p/)
72 527 g durante 150 minutos

Procesar sedimento
Resuspender con 0,5 mi de soluclén amortl-
guadora fosfato 0,05M pH 7,2 utilizando un
agitador rotatorio a 200 rpm toda la noche

Febraro, 1993

[

Clarificar
1 988 g durante 5 minutos a 4°C

Procesar sobrenadante

|
1

Centrifugar en gradlentes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en soluclén
amcrtiguadora fosfato 0,01M pH 7,2
con 0,01M de EDTA en rotor de columpio
96 500 g durante 75 minutos

Continda ....

Purificacién 8.2-p&g.6
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Centro Internacional de ia Papa (CIP)

Febrero, 1963

Fraccicnar

Colectar las bandas que contlenes virus
én la gradiente

Procesar fracciones
Diluir con Igual volumen de soluci6n
amortiguadora fosfato 0,01M pH 7,2

Sedimentar

102 681 g durante 60 minutos

Procesar sedimento
Resuspender con 0,4 ml de solucién
amortiguadora fosfato 0,01M pH 7,2

Agttar a 4°C durante toda la r.oche

[

Clarificar

5 089 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadants
Resuspender con 0,4 mi de solucién
amortiguadora fosfato 0,01M pH 7,2

Loar absorbancia

En un espactrofotémetro

Purificacién 6.2-pag.7
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Centro Intarnacional de la Papa (C:P)

Virus A de ia papa (PVA)

‘"iiNigotiana occidentalls.

By TR G e ,’ : solamentealﬂmbodelas ho]as
‘Temperaturadetrabajo: .~ . . 4° Cpsobrehlair T

S 18 8 20 dias después de Ia Inocdlacién. Cosechar :

Extreccién
Homogenelzar ¢! material vegetal con 2 voliimenes
(por peso de hojas) de solucién amortiguadora
fosfato 0,2M pH 8,0 con 0,5% de 2-mercaptos.anol,
1M de Urea y 0,01M de EDTA

[

Clarificar
7 840 g durante 30 minutos

Procesar sobresiadante
Adicionar 1% de Tritén X-100
Agitar a 4°C durante 3 horas

l

Clarificar
7 840 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

l

Centrifugar
Sobre colchén de sucrosa a: 30% (p/v) en solucion amortiguadora
citrato 0,05M pH 6,2 con 0,01M EDTA a 72 527 g durante 180 minutos

Procesar sudimento

trato 0,05M pH 6,2 con 0,01M de EDTAy 1%
de Tritén X-100; agitar a 4°C toda !a noche
Continda ...

Resuspender en solucién amortiguadora ci-

Febreio, 1993 Purificacién 6.2-pag.8
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Centro Internacional de Ia Papa (CIP)

Febrero, 1993

Clarificar
5 500 g durante 15 minuios

Procesar sobrenadante

i

Centrifugar
En colchén de sucrosa al 30% (p/v) en solucién
amortiguadora citrato 0,01M pH 6,2 con 0,01M de EDTA
160 440 g durante 150 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
citrato 0,01M pH 6,2 con 0,01M EDTA a 4°C
durante toda la noche

[

Clarificar
5 500 g durante 15 minutos

Procesar sobrenadante

Centrifugar en gradientes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién
amortiguadora citrato 0,01M pH 6,2 con

0,01M de EBTA en rotor de columzio
128 028 g durante 40 minutos

[

Continta ....

Fracclonar
Colectar la banda que contiene virus en la
gradiente

Purificacién 6.2-pag.9
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Csntro Internacional de la Papa (CIP)

Sedimentar
102 681 g durante 60 minutos

Procesar sedimento
Resuspsnder en soluclén amortiguadora
fosfato 0,01M pH 7,2 agitando suavemente
durante 6 horas a 4°C

[

Clarificar
5500 g durante 10

minutos

Febrero, 1993

Sobrenadante

Leer la absorbancia
En un espectrofotémetro

Purificacién 6.2-pag.10
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Centro internacional de la Papa (CIP)

Febrero, 1923

Extracclon
Homogenelzar el materlal vegetal con 2 volimenes
(por peso de hojas) da scluclén amortiguadora
fosfatp 0,1M pH 8,0 con 0,15% de 2-mercaptoetanol
y 10% de etanol

l

Filtrar el extracto
A través de 3 capas de gasa

Clarificar
5 000 g durants 20 minutos

Procesar sobrenadante
Adicionar 4% de PEG (PM 8 000)
y 1% de Tritéin X-100
Agttar a 4°C durante 60 minutos

l

Sedimentar
5 000 g durante 10 minutos

Procesar sedimento
Resuspender con solucién amortiguadora
fosfato 0,05M pH 8,0 (1/10 del volumen
original) con 1mM de EDTA

l

Continta ....

Clarlficar

10 000 g durante 20 minutos

Purificacién 8.2-pag.11

133



Centro Internacional de la Papa (CIP)

Procesar sobrenadante

Centrifugar
En colchon de sucrosa al 20% (p/v)
160 000 g durante 3 horas

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato 0,05M pH 8,0 con 1mM de EDTA

Clarificar
5 082 g durante 16 minutos

Procesar Sobrenadante

Centrifugar en gradisntes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato
0,05M pH 8,0 con 1mM de EDTA en rotor de columpio
100 000 g durante 60 minutos

l

Fracclonar
Colectar la banda que contiene virus en la gradiente

[

Sedimentar
102 681 g durante 60 minutos

Febrero, 1503

Procesar sedimento
Resuspender con soluci6n amortiguadora
fosfato 0,05M pH 8,0 con 1mM de EDTA
durante *oda la noche a 4°C

Continda ....

Purificacién 6.2-pag.12
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Centro internacional de Ia Papa (CIP)

Clarificar
5 089 g durante 15 minutos

Procesar sobrenadante

!

Centrifuger en gradientes de Jensidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién emortiguadora fosfato
0,01M pH 8,0 con 0,01M de EDTA er: rotor de columpio
128 028 g duraniz 40 minutos

Fraccionar
Colectar la banda que contier= virus en la gradiente

I

Sed!mentar
102 681 g durante 60 minutos

Procesar Sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato 0,01M pH 8,0 (volumen final: 1 6 2 mi)

l

Clarificar
5 089 g durante 10 minutcs

Sobrenadarite

Leer la absorbancia
En un espectrofotémetro

Febrero, 1993 Puilficacién 6.2-pag.13

g5


http:6.2-pag.13

Centro Internacional de la Papa (CIP)

Virus Y de la papa (PVY®)

Febrero, 1993

Extraccién

Homogenelzar el material vegstal con 2 volimenes

(por peso de hojas) de golucién amortiguadora
fosfato de sodio y potasio 0,2M pH 8,0

con 0,2% de 2-mercaptostanol y 0,01M de EDTA

Fiitrar el extracto
A través de 3 capas de gasa

l

Clarificar
7 840 g durante 20 minutos

Procesar sobrenadants
Adicionar 1% do Tritén X-100
Agitar a 4°C durante 120 minutos

Clarificar
7 840 g durante 20 minutos

Procesar sobrenadante
Adiclonar 4% de PEG (PM 6 000 a 8 000)
y 0,2M de NaCl
Agttar a 4°C durante 60 minutos e incubar a
temperatura amblente durante 60 minutos

l

Sedimentar
7 840 g durante 20 minutos
Continta ....

Purificacién 6.2-pag.14
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Centro intemacional de la Papa (CIP)

Procesar sedimento
Revuspender en agitacién con solucién
amostiguadora fosfato de Na y K 0,02M pH
7,2 con 1% de Tritén X-100 (1/5 del volumen
original) a 4°C durante toda la noche

l

Clarificar
5 089 g durante 10 minutos
Procesar sobrenadante
|
Centrifugar

En colchén de sucrosa al 30% (p/v) en sclucion amortigusdora fosfato de Na y K 0,05M pH 7,2
(15 mi de muestra por 5 m! de sucrosa al 30%)
72 527 g durante 150 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,01M pH 7,2 con 0,01M
de EDTA (1/30 del volumen original)

a 4°C durante 4 horas

[

5 089 g durante 10 minutos

Procasar sobrenadante
Agregar 0,5 g de CsCl
por cada 1,5 ml de muestra

Cantrifugar en gradientes de dens!dad
Preformadas de cloruro de ceslo (CsCl al 30, 60 y 90%, 2N} an solucién amortiguadora fosfato
de Nay K0,01M pH 7,2 con 0,01M e EDTA (1,5 ml de muestra por 3 ml de gradiente)
en rotor de columplo
128 028 g durante 3 horas

Febraro, 1983

Purificacién 6.2-pag.15
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Centro internacional de la Papa (CIP)

Febrero, 1883

Fracclonar
Colectar la banda que contiene virus en fa gradiente

|

Procesar fracciones
Adicionar igual volumen de solucién amortiguadora fosfato
de Nay K0,01M pH 7,2 con 0,01M de EDTA

Sedimentar
102 681 g durante 60 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucion amortiguadora
fosfato de Na y K0,01M pH 7,2
(1/50 del volumen original)

a 4°C durante toda la noche

Clarificar
5 089 g durante 10 minutos

Sobrenadante

Leer la absorbancia
€n un espectrofotomstro

Purificacién 6.2-pag.16
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Contro internacional de la Papa (CIP)

Virus andino del moteado de la papa (APMV)

. Hibrido Nicotlana cigvelandii X Nicotiana bige
.- 187820 dias después de la inoculacién,

Extracclén
Homogenelzar el material vegstal con 2 voliimenes
(por peso de hojas) de soluclén amortiguadora
fosfato de sodio y potasio 0,2M pH 8,0
con 0,2% de 2-mercaptostanol y 5mM de MgCl2

[

Fittrar
A través de 3 capas de gasa
Emulsificar con cloroformo al 20% (v/v)

Clarificar
5 500 g durants 20 minutos

Procesar sobrenadante
Afzdir 0,2M de NaCl y 6% (p/v) de PEG
(PM 6 000 - 8 000), mezclar e incubar a 4°C
durante 120 minutos

I

Sedimentar
5 500 g durante 30 minutos

Procesar sedimento
Resuspender con solucién amartiguadora
fosfato do Na y K 0,05M pH 8,0 con 5mM de
Mg(Cl2 (40% del volumen original)
Agitando durante 120 minutos

Continda ....

Febrero, 1933 Purificacién 6.2-pag.17
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Centro intemnacional de la Papa (CIP)

Clarificar
2 500 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

I

Centrifugar
En colch6n de sucrosa al 20% (p/v) 1 mi de muestra por tubo
160 500 g durants 60 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 con
5mM de MgCl2
a 4°C durante toda la noche

I

Clarificar
2 500 g durante 10 minutos

Procaesar sobrenadante

L

Centrifugar en gradientes ds densidad
De sucrosa {10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0
con 5mM de AgCl2 en rotor de columplo
100 000 g durante 3 horas

Fracclonar -
Colectar las bandas que contienen virus en la gradiente

Procesar las fracciones
Dilulr 1:1 (viv) con solucion amontiguadora fosfato de Na y K
0,05M pH 8,0 y 5mM de MgCl2

Continda ....

Febrero, 1963 Purificacién 6.2-pag.18
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Centro Intemacional de [a Papa (CIP)

Sedimentar
170 000 g durante 120 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,005M pH 8,0
con 5mM de MgCl2

l

Clarificar
2 500 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

l

Centrifugar en gradientes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0
con 5mM de MgCl2 en rotor de columplo
100 000 g durante 3 horas

l

Fracclionar
Colectar las bandas que contienen virus en la gradiente

l

Procesar las fracciones
Diluir 1:1 (viv) con solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 y 5mM de MgCl2

l

Sedimentar
170 000 g durante 120 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en sowucién amortiguadora
tosfato de Na y K 0,001M pH8,0

Continda ....

Febrero, 1993 Purificaclén 6.2-pag.19
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Centro internacional de la Papa (CIP)

Leer ls absorbancia
En un espectrofotémetro

Febrero, 1933

Purificaclén 6.2-pag.20
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Centro internacional de |a Papa (CIP)

Virus de la mancha aniliada del tomate (TRSV)

- e Nicotigna hybrido.
- 28 dlas después delain

ooulaclon

Extracclén
Homogenelzar el materiai vegetal con 1 volumen (por peso de hojas)
de soluci6n amortiguadora fosfato 6,07M pH 7,0 con 0,01M de EDTA y
0,1% de 4cido tioglicélico

1

Flitrar el extracto
Através de 3 capas de gasa
Emulsificar con 1 volumen
de cloroformo

Procasar el extracto
Agitar blen y dejer en reposo 1 hora
Colectar la fase acuosa

Clarificar
8 000 g durante 20 minutos

Procesar Sobrenadante
Precipitar con 6% de PEG (PM 8 000) y
0,3M de NaCl
Agitar durante 1 hora a 4°C

[

Sedimenter
9 600 g durante 20 minutos

Procesar sedimento
! Resuspender con 10% de
, solucién amortiguadora fos-
fato 0,0°M pH 7,0 con 0,01M
de EDTA durante 3 horas

Continda ....

Febrero, 1983 Purificacién 6.2-pag.21

193


http:6.2-pag.21

Centro intemacional de ta Papa (CIP)

Febrero, 1983

Ciarificar
5 500 g durante 10 minutos

Procesar Sobrenadante

l

Centrifugar en gradlentes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en soluclon amortiguadora
fosfato 0,07M pH 7,0 en rotor de columpio
96 500 g durante 45 minutos

Frecclonsar
Colectar la banda que contiene virus en la gradiente

I

Sedimentar
160 440 g durante 60 minutos

Resuspender sedimento
En solucién amortiguadora fosfato
0,07M pH 7,0

Leer la absorbancia
En un espectrofotometro

Purificacién 6.2-pag.22
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Cantro Intarnacional de la Papa (CIP)

Virus del enrollamiento de la hoja de papa (PL.RV)

acenar
riicaclon

Extracci6n
Pulverizar el material vegetal congelado con nitrégeno liquido y
agregar 2 volimenes (por peso de hojas) de solucién
amortiguadora citrato de sodio 0,1M pH 6,0 con 10 mM de EDTA,
1,5% de celluclast y 0,1% de 4cido tioglicSlico
Agitar a temperatura ambiente durante toda la noche

Homogenizar
La preparacién en una licuadora

Filtrar el extracto
Através de tres capas de gasa
Emuisificar con igual volumen de cloroformo y de butanol

l

Clariflcar
9 600 g durante 35 minutos
Procesar sobrenadante
Agregar 0,4M de NaCl y 8% de PEG
(PM 6 000 a 8 000)
Agitar a 4°C durante 2 horas
[
Sedimentar
9 600 g durante 40 minutos Procesar sedimento
Resuspender en solucién
amortiguadora fosfato de
sodio 0,02M pH 7,6
Agitar a 4°C toda fa noche
Continga ....
Febrero, 1993 Purificacién 6.2-pag.23
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Centro internacional de la Papa (CIP)

Clarificar
5 500 g durante 15 minutos

Procesar sobrenadante

Centrifugar
En colchén de sucrosa al 20% (p/v) en soluclén amortiguadora fosfato de sodio 10mM pH 7,6
140 000 g durante 180 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en soluclén amortiguadora
fosfato dz sodio 10mM pH 7,6
a 4°C durante toda la noche

Clarificar
5 500 g durante 15 minutos

Sobrenadante
]

Caentrifugar en gradientes de donsidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato de sodio 10mM pH 7,6
‘ en rotor de columpio
82 737 g durante 75 minutos

Fraccioner
Colectar las bandas que contienen virus en la gradiente

I
!

Sedimentar Ias fracciones
160 440 g durante 180 minutos

Continua ....

Febrero, 1983 Purificacién 6.2-pag.24
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Centro internacional de la Papa (CIP)

Procesar sedimento
Resuspender en solucl6n amortiguadora
Tosfato de sodio 10mM pH 7,6
a 4°C durante toda la noche

l

Clarificar
5 500 g durante 15 minutos

Sobrenadante

[

Centrifugar en gradientes de densidad
Preformadas de cloruro de ceslo (CsCl al 30, 60 y 90%, p/v) en solucién amortiguadora
fosfato de sodio 10mM pH 7,6
en rotor de columpio
128 028 g durante 4 a 5 horas

Fracclonar
Colectar las bandas que contlenen virus en la gradiente

Dializar
Las fracclones contra solucién amortiguadora fosfato
de sodlo 10mM pH 7,6 con 2 camblos de 1 litro cada uno
a 4°C durante toda la noche

Leer la absorbancla
En un espectrofotébmetro

Febrero, 1993 ' , Purificacion 6.2-pag.25
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Cantro Internacional de Ia Paps (CIP)

Virus T de la papa (PVT)

‘de la inoculagion;

Extraccién
Homogenelzar el material vegetal con 2 volimenss
(por peso de hojas) de splucién amortiguadora
fosfato 0,06M pH 7,0

Filtrar i extracto
A través de 3 capas de gasa
Adiclonar bentonita (1/20 del volumen original)
y observar la formacién de una granulacién verde

I

Clarificar
10 000 g durante 20 minutos

Procesar sobrenadante
Filtrar a través de fibra de vidrio
Adliclonar PEG (PM 8 000, 1/20 del volumen
original) y agitar durante 1 hora a 4°C
Dejar reposar 10 minutos a temperatura
ambiente

Sedimentar
10 000 g durante 20 minutos

_ Resuspender sedimento
En solucién amortiguadora fosfato
0,06M pH 7,0 durante toda la noche

Continga ....

Febrero, 1993 Purificaci6n 8.2-pag.26
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Centro intemnacione! de la Papa (CiP)

Clarificar
2 000 g durante 8 minutos

o= Procesar sobrenadante

Sedimontar
160 500 g durante 60 minutos

Resuspender sedimento
En 1 ml de solucién amortiguadora
fosfato 0,06M pH 7,0

_ l

Centrifugar en gradientes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en sclucién amortiguadora
fosfato 0,06M pH 7,0 en rotor de columpio
84 200 g durante 45 minutos

l

Fraccloner
Colectar la banda que contlene virus en la gradiente

Sedimentar
160 500 g durante 60 minutos

Resuspender sedimento
En soluclén amortiguadora fosfato
0,06M pH 7,0 durante toda la noche

[

Centrifugar en gradientes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora
fosfato 0,06M pH 7,0 en rotor de columplo
84 200 g durante 45 minutos

Continda ....

Febrero, 1993 Purificacién 6.2-pag.27

199


http:6.2-pag.27

Cantro intsmacional de fa Pnpn (CiP)

Fracclonar
Colectar la banda que contiene virus en la gradiente

I

Sedimentar
160 500 g durante 60 minutos

Resuspender sedimento
En solucién amortiguadora
fosfato 0,06M pH 7,0

Leer la absorbancia
En un espoctrofotémetro

Febrero, 1993 Purificaclén 6.2-pag.28
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Virus andino latente de la papa (APLV)

s.despugs’

rido Nicotiana olevelandi X Nicotiana bigelovii. .-

de la Inoculacién.

Extracclén
Homogenalzar el material vagetal con 2 volimenes
(por peso de holas) de soluclén amortiguadora
fosfato de sodio y potasio 0,2M pH 8,0
con 0,2% de 2-mercaptoetanol y 5mM de MgCla

Filtrar
A través de 3 capas ae gasa
Emulsificar con cloroformo al 20% (v/v)

Clarificar
5 500 g durante 20 minutos

Procesar sobrenadante
Aiadir 0,2M de NaCl y 6% (p/v) de PEG
(PM 6 000 - 8 000), mezclar e Incubar a 4°C
durante 120 minutos

[

Sedimentar
2 500 g duraite 30 minutos

Procesar sedimento
Resuspender con solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 con 5mM de
MgCl2 (40% del volumen orlginal)
Agitando durante 120 minutos

Continda ....
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Clarificar
2 500 g durante 10 minutes

Procesar sobrenadante

[

Centrifygar

En colchén de sucrosa al 20% (p/V; 1 ml de muestra por tubo

160 500 g durante 60 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 con
5mM de MgCi2
a 4°C durante toda la noche

l

Ciarificer
2500 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

l

Centrifugar en gradlientes de denzidad

De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0

con 5mM de MgCl2 en rotor de columplo
106 000 g durante 3 horas

Febrero, 1963

Fracclenar
Colectar las bandas que contienen virus en la gradiente

l

Procesar las fracclones
Dilulr 1:1 (v/v) con solucldn amortiguadora fosfato de Na y K
0,05M pH 8,0 y 5mM de MgCl2
Continda ....
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Sedimentar
170 000 g durante 120 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,005M pH 8,0
con 5miM de MgCiz2

l

Clarificar
2 500 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

Centrifuger en gradientes de densidad

De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0

con 5mM de MgCl2 en rotor de columplo
100 000 g durante 3 horas

Fracclonar
Colectar las bandas que contienen virus en la gradiente

]

Procesar las fracclones

Diluir 1:1 (V) con soluclén amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 y 5smM de MgClz

Febrero, 1993

Sedimsntar
170 0CO g durante 120 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en solucién amortiguadora
fosfato de Na y K 0,001M pH 8,0

Continda ....
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Clarificar
2 500 g durante 10 minutos

Procesar sobrenadante

l

Centrifugar en gradientes de densidad
De sucrosa (10 a 40%, p/v) en solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0
con 5mM de MgCl2 en rotor de columpio
100 000 g durante 3 horas

[

Fraccionar
Colectar las bandas que contienen virus en la gradiente

|

. Procesar las fracclones
Dituir 1:1 (v/v) con solucién amortiguadora fosfato de Na y K 0,05M pH 8,0 y 5mM de MgCiz

I

Sedimentar
170 0C0 g durante 120 minutos

Procesar sedimento
Resuspender en soluclon amortiguadora
fosfato de Na y K0,001M pH 8,0

Leer ia absorbancia
En un espectrofotémetro
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UNIDAD TECNICA DE CAPACITACION 1

MANUAL DE TECNICAS EN VIROLOGIA

6.0 PURIFICACION

Fasciculo 6.3 Conceptos Generales sobre
Centrifugacion

La centrifugacion, en sus diferentes formas,
es un procedimiento indispensable enla investi-
gaclén. Se utiliza mayormente en:

e ol alslamiento de protelnas, &cidos

nuglsicos y virus de células,

o ol alslamianto de organelos celulares,

e determinacidn del tamafio de macromo-

léculas, :

e la Klentificacion de macromoléculas por

sus caracterfsticas de sadimentacién, v,

e la resolucion de mezclas de moléculas y

determinacién de su pureza,

En un campo de fuerza de gravedad, una
parilcuia suspendida on medio liquido de una
densldad menor tlende a migrar a través del
fiuido en la misma direccién que la fuerza
(sedimentacion). Sin embargo, s la densidad
de la particula es menor que el madlio liquido,
el movimiento es en direccién opuesta
(flotaclén).

En ausencia de disturbios de conveccién, ia
tasa de migracién dspende del tamafio, forma
y densidad de la particula, la densidad y vis-
cosidad del medlo ifquido y ia Intensidad det
campo gravitacional.

Los organelos de las células det tamafio del
ntcleo (que se encuentren en un medio
apropiado) sedimentardn en campos
gravitaclonales relativamente bajos. Para poder
sedimentar particulas de menor tamaiio y
macromoléculas, hace falta emplear fuerzas
gravitacionales mayores. Existen centrffugas
disponibles que pueden producir fuerzas
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equivalentes a més de 250 000 g. Esta fuerza es
suficiente para poder sedimentar macromo-
l6culas de peso molecular de 10 000.

A continuacion se describen los tipos da
rotores y centrffugas mas comunes y nociones
tedricas para el célculo de algunos pardmetros
de centrifugacion.

1. Rotores
a) Rotores de columpio

Los rotores de columplo se utilizan mayor-
mente en centrifugacién zonal de protelnas,
DNA y RNA, en centrifugacién diferenclal de
fracclones subcelulares y en separaclén zonal
de particulas pequeiias. Tamblén se utilizan
para sedimentar células animales o vegetales a
baja velocidad y en purlficaclones de virus,
especlaimente cuando se realizan gradientes
de densldad de sucrosa o de cloruro de cesio
y en colchones de sucrosa.

BJje d» roldm

Corte transversal de un rotor de columplo

Purificacién 6.3-pag.1
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En reposo, los tubos de este tipo de rotor
mantlenen una posicién vertical; en rotaclén,
los tubos giran perpendicularmente al eje de
rotaclén en posliclén horizontal. La distancla de
sedimentacion est4 dada por el largo del tubo.

b) Rotores de angulo fijo

En este tipo de rotor. la distancia de sedi-
mentaclén es menor que en los rotores de
columplo. Las particulas chocan contra la
pared Interlor del tubo vy luego se desplazan
hacla ei forido formando ui: sedimento o "pel-
let". El &éngulo del rotor (X) pusde ser desde 0°
(rotor verticel) hasta 30° aproximadamente,
dspendlendo del modelo y de las necesidades
de! Investigador.

Los rotores de angulo fijo tisnen miuiltiples
aplicaclones. Entre ellas estan la centrifugacién
diferenclal de voitimenes grandes defracciones
subcelulares y virus, la centrifugacién zonal de
particulas subcalulares, lipoprotefnas, DNA,
etc.

Eds do rotacibn

Corte transversal de un rotor de angulo fijo

c) Rotores zonales de flujo continuo
Este tipo de rotor se utlllza para la

centrifugacién de tipo fluido continuo y para
unas varlantes especlales de gradientes de
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densidad, principalmente la centrifugacién
zonal de lipoprotelnas y al bandeamiento
Isoplcnico de virus y partfculas subcelulares.
No utiliza tubos de centrffuga.

La gradiente fluye hacia e! rotor en movimien-
to por medio de tubos. La muestra se coloca
después mediante el mismo sistema. Luego se
desconectan los tubos, se asegura el rotor y se
aumenta la velocidad de centrifugacion de
acuerdo al procedimlento. El flujo del liquido
dentro del rotor se muestra en el dlagrama. Una
vez terminada la corrida, s disminuye la
velocldad y se conectan nusvamente los iubos,
que a su vez estan conectados directamente a
un fracclonador. De esta forma puede colec-
tarss la banda deseada.

Corte transversal de un rotor zonal de fluldc
continuo mostrando el sentido del flujo del
liquido en su Interlor.

d) Rotores analfticos

Estos rotoras tlenen células de observacién
de cuarzo que permiten el paso delaluzatravés
de la muestra. Se utilizan principalmente en las
uitracentrffugas analfticas para determinar las
propledades fisicas de una muestra, as/ como
su coeficlente de sedimentacion

2. Centrifugase
a) Centrffugas de baja velocidad

Purificacién 6.3-pag.2
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Alcanzan velocidades de & 000 a5 000 rpmy
normalmente tienen rotores de tipo columpio.
se utllizan para la sedimentacién de células de
anlmales o plantas.

b) Centrffugas de velockiad media

Pueden llegar hasta un a velocidad de 20 000
pm.

c) Centrffugas de velocldad alta (ultracen-
trifugas)

Pueden llegar a alcanzar velocidades de

hasta 80 000 rpm. Existen dos tipos basicos:

® Preparativas: el contenidodelostubos se
analiza después de la corrida. Se utilizan
para purificaclones.

@ Analiticas: el contenido del tubo se
anallza durante la corrida. Se utilizan para
determinar las propiedades fisicas, asf
como el coeficlente de sedimentacion.
Existen dos sistemas épticos, el de
"schiisren y el ultravioleta. El Gitimo sls-
tema es el mas sansible.

Uso de centritugas de velocidad media

Generalmente, los rotores deben ser previa-
mente enfrlados y el agua de condensacién
externa debe ser eliminada. Las cavidades del
rotor deben estar limplas y secas.

Los tubos se contrapesan dos a dos y se
colocan en sitios opuestos dentro del rotor.

Las empaquetaduras de la tapa del rotor
deben estar blen lubricadas con grasa para
vaclo (lubricants sllicona).

Se deben verificar los pardmetros adecuados
una vez que se enclende la centrffuga: selec-
clonar la fuerza de frenado ('brake"), la
temperatura de centrifugacion deseada, la
temperatura méxima sobre la cual la centrffuga
no debs funclonar (normalmente se utiliza una
temperatura entre 4 a 30°C.) y la velocidad.
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Abrir la tapa de la centrifuga y secar la
humedad dentro de la cémara. Poner el rotor
encima del eje teniendo culdado que los pines
del rotor encajen en el gje. Poner la tapa del
rotor y ajustar con cuidado (debe estar bien
asegurada, pero no debe ajustarse
demaslado). Cerrar la puerta de la centrffuga.

Selecclonar el tliempo deseado de centri-
fugaclon. Esperar que se forme el vaclo y em-
pezar la corrida.

Cuando el cicio termina , la velocidad em-
pieza a bajar. Cuando el indicador de parada
("stop") se encienda, abrir la pueita de 'a
centrffuga. Desajustarla tapa del rotor y sacario
verticaimente. Nunca debe dejarse el rotor en
¢l eje después de terminada fa corrida.

Secar la cdmara de la centrffuga y cerrar la
puerta. Es importante que no quede hielo en la
cdmara. Deshelar dejando ablerta la puerta con
la centrifuga apagada y secar blen. Una vez que
la cAmara esté seca, prender la centrffuga, cer-
rar la puerta y apagaria. El aguc. en la cdmara
evita un buer: control de temperatura.

Lavar y secar el rotor y almacenarlo en
posiclén invertida y destapado.

Uso de uitracentrifugas

Enfriar previamente los rotores (con
excepclon de los rotores de columplo) y secar
el agua de condensacion externa. Nunca correr
un rotor sin el disco d "overspeed" (base de!
rotor). Examinar las cavidades del rotor; deben
estar limpias y secas. Contrapesar los tubos
dosadosy colocarlos en sitios opuestos dentro
del rotor. Verificar que las empaquetaduras del
rotor estén lubricadas con grasa para vacfo
(lubricunte sllicona). Asegurarse que la tapa del
rotor esta bien cerrada.

Verificar el nivel de acelte de la centrffuga y
asegurarse que la corriente eléctrica sea es-
table, al Igual que la presién del agua.

Purificacién 6.3-pag.3
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Encender la centrffuga y abrir la puerta de la
cémara. Sl es nacesarlo, limpiar y secar el inte-
rior. Colocar verticalmente el rotor en lacdmara.
Asegurarse quelos dos plnes sobresalientes en
la base de algunos rotores encajen perfecta-
mente en los dos orificios del eje de la
centrffuga. Cerrar la puerta de la camara.
Verificar que los indicadores aceite, balance,
vaclo, frenado y modo sean los adecuados.

Activar el ciclo de secado. Una vez terminado
éste, selecclonar la temperatura, la velocldad y
el tiempo de la corrida,

Iniciar el ciclo de corrida. El vaclo se hard
automaticamente. Esperar y observar que la
aguja del tacémetro llegue a la velocidad
deseada. Sl se observa algo anormal en el
funcionamiento de la centrffuga, abortar la cor-
rida y llevar el tiempo a cero. Verificar las
posibles causas, y sl es necesarlo, lamar a un
técnico especializado.

Al finalizar e! tiempo de corrida, comenzara a
descender la velocldad. Al lle¢ sro"se olrd
un sonido de descenso del vac:... .wrirla puerta
de la cAmara y sacar verticalmente el rotor.
Umplar y secar la camara. Cerrar la puerta y
apagar la centrifuga.

3. Célculo de la fuerza centrifuga relativa

(RCF)

El campo de fuerza centrifuga as igual a:

wir

donde w es la velocidad angular (igual a 2pi
revoluclones por segundo) y r la distancia del
centro de rotacion.

En un campo de fuerza centrfiuga, la fuerza
que actGa sobre una particula de masa m es
Igual a:

_- A —
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y la razén:
fuerza centrffuga = mw2r = w2r
fuerza gravitacional mg o]

se conoce comn fuerza centrffuga relativa

(RCF):

RCF = w""r/g

donde g = 9807 mm/s?

Por ejemplo: Sl se est4 utillizando un rotor
analftico a60 000 rpm Yy se consldera una fuerza
que actlia en un punto a 65 mm del centro de
rotaclén, entonces:

60 000 rpm = 1000 rps

Hay 2pi (6,28) radianes por revoluclén (360°),
entonces:

w = 1000 X 6,29
W= 6,29x103
w? = 3,95x 107
w2r = 395X 10" x 65 = 2,57 x 10°

RCF = wr = 2,57 x 10° = 262000 x g
g 9 807

Como:
RCF = wAr/g, y: w = 2rps = 2 rppm/60

se puede derivar una férmula mas il

RCF = 1,12 {rom/1 000)?

donde r se da en millmetros.
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4, Coeficiente do sedimentacién

La velocidad de sediimentacién de una
particula, es decir, la tasa de migracion,
depende de sutamafio, forma y densidad, de la
viscosidad del medio liquido y de la Intensidad
del campo de !a fuerza centrifuga.

Ef coeficlente de sedimeniaciéon (S) es Igual a
la velocidad en cm/s en la cual una sustancla
sedimentaré en un campo defuerzade unadina
(1/981 g). Su valor es pequefio y se expresa en
unidades "Svedberg", celculado en agua a
20°C.

0'13 Szo.w

S = valor calculado x 1
Por eJemplo, el valor para el virus del mosalco
del tabaco (TMV) es 180S

5. Uso de factores K de los rotores

Cada rotor tlene un factor proplo de eficlencla
de sedimentacldn (“clearing factor') que se cal-
cula a sus revoluciones méximas por minuto
(k). Eltlsmpo t en el cual una particula sedimen-
ta seré:

t = ks,

donde t se da en horas.

Para utilizar esta férmula a menor velocidad:

k' = (rpm méximas/rpm de corrlda)zk

Por ejemplo, para calcular el tiempo
necesario para sedimentar TMV (180S) en el
rotor 65:

k del rotor 65 = 45; su valor maximo de rpm
es de 65 000.

k' = (65 000/50 000)2 45 = 76,05

t =k/s = 76,05/180 = 0,42 horas.

Las Unidades Técnicas de Capacitacién (TTU), constituyen materiales Impresos de estudios pa
os profeslonales Involucrados en actividades de capacitaclén desarrolladas por el CIP y est
onstitulda por una serie de fasclculos susceptibles a ser actuallzados.
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